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Seznam uporabljenih simbolov 
Veličina Enota 
Ime Simbol Ime Simbol 
Čas t sekunda s 
Frekvenca f hertz Hz 
Električna poljska jakost E volt na meter V/m 
Delež permeabiliziranih 
celic 
p - - 
Delež preživelih celic Y - - 
Decimalno redukcijski čas D - - 
Temperatura T kelvin ali stopinja 
celzija 
K ali °C 
Polmer R - - 
Standardna deviacija σ - - 
Kvaliteta prileganja R2 - - 
Sprememba Δ - - 
Molarnost raztopine M mol na liter mol/l 
Število električnih pulzov N - - 
Trajanje pulza1 T sekunda s 
Razdalja med elektrodama d milimeter mm 
Polmer R mikrometer μm 
Električni tok I amper A 
Električna napetost U volt V 
Električna prevodnost σ siemens na meter S/m 
  
                                               
1 Simbol T označuje tako temperaturo kot tudi trajanje pulza. Kdaj je mišljena temperatura in kdaj trajanje 
pulza, je razvidno iz komentarja ob pojavljanju simbola. 
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Povzetek 
Uvod: V magistrski nalogi sem se ukvarjala z matematičnim modeliranjem permeabilizacije in 
preživetja celic. Pri elektrokemoterapiji in netermični ablaciji tkiva z ireverzibilno elektroporacijo 
pred posegom pripravimo načrt posega, kjer predvidimo uničeno območje tkiva. Za mejo med 
živim in uničenim tkivom uporabljamo določene vrednosti električnega polja. Predpostavimo, 
da so nad to vrednostjo električnega polja vse celice uničene, pod njo pa ni nobena. Realnejše 
načrte posega lahko dosežemo z uporabo matematičnih modelov, s katerimi napovemo od 
0 % do 100 % uničenje. 
Metode in materiali: Na eksperimentalne podatke smo prilegali matematične modele 
permeabilizacije in preživetja z metodo nelinearnih najmanjših kvadratov. Kvaliteto prileganja 
smo ovrednotili z determinacijskim koeficientom R2. Na pritrjenih plasteh celic različnih gostot 
smo s poskusi v homogenim električnem polju dobili optimizirane modele permeabilizacije. 
Deleže permeabiliziranih celic smo vstavili v numerično izračunano nehomogeno električno 
polje in dobili predvideni delež permeabiliziranih celic okoli igelnih elektrod. V drugem delu 
smo ugotavljali pomen parametrov matematičnih modelov permeabilizacije in preživetja, zato 
smo poskuse naredili tudi v homogenem električnem polju na celični suspenziji. Za vsako 
prileganje smo izračunali optimizirane vrednosti parametrov in R2. Permeabilizacijo smo 
ugotavljali s propidijevim jodidom, preživetje pa s testom MTS. 
Rezultati in razprava: Za modeliranje permeabilizacije je najboljša Gompertzova krivulja, saj 
dobimo tako na pritrjenih plasteh kot tudi na suspenzijah najvišji R2. Tudi parametri imajo 
biološko-fizikalni pomen. Pri napovedovanju deleža permeabiliziranih celic na pritrjeni plasti 
celic je pri naših eksperimentalnih pogojih gostota najpomembnejši dejavnik. Pri modeliranju 
preživetja celic v odvisnosti od električnega polja sta najbolj primerna Peleg-Fermijev in 
logistični model, v odvisnosti od časa pa logistični model.  
Zaključek: Za modeliranje preživetja se zdita najobetavnejša logistični in Peleg-Fermijev 
model, za modeliranje permeabilizacije pa predlagamo Gompertzovo krivuljo. Za vzpostavitev 
povezave med vrednostmi parametrov matematičnih modelov in parametri električnih pulzov 
moramo izvesti še več poskusov. Podobno kot smo modele permeabilizacije validirali na plasti 
celic, bi lahko validirali tudi modele preživetja. Zdi se, da ima modeliranje deleža preživelih oz. 
permeabiliziranih celic potencial za uporabo v načrtovanju posegov. Preden pa se 
matematične modele lahko uporabi v načrtovanju posegov, je potrebno izvesti poskuse še in 
vivo. 
Ključne besede: elektroporacija, matematični modeli permeabilizacije, matematični modeli 
preživetja, načrt posega, celična suspenzija, pritrjena plast celic, propidijev jodid, test MTS. 
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Abstract 
Introduction: In this thesis I investigated mathematical modelling of cell membrane 
permeabilization and cell survival. When treating tumours with electrochemotherapy or non-
thermal irreversible electroporaton as a method of tissue ablation we first prepare treatment 
plan where we predict the extent of permeabilized/destroyed tissue. Currently we use a specific 
value of electric field to predict which cells will be permeabilized/destroyed and which will be 
not. We can predict the extent of tissue permeabilization/destruction more realistically using 
mathematical models of permeabilization and survival. Using these models the percentage of 
permeabilized/destroyed cells takes all the values between 0% and 100%. 
Methods and materials: Using non-linear least squares method we fit mathematical models 
of permeabilization and survival. We evaluated goodness-of-fit using a coefficient of 
determination (R2). We exposed cells grown in a monolayer to a homogeneous electrical field 
and used experimental values to acquire optimized models of permeabilization. We then used 
these optimized models of permeabilization in numerically calculated inhomogeneous electric 
field around the needle electrodes. In the second part we wanted to determine whether there 
is a connection between electric pulse parameters and parameters of mathematical models. 
We performed experiments on cell suspension. For each fit we calculated optimized values of 
parameters and R2. We used propidium iodide to detect permeabilization and MTS assay to 
detect survival. 
Results and discussion: We identified Gompertz curve as the most suitable for modelling 
cell permeabilization on cell monolayers as well as on cell suspensions as it had the highest 
R2 and we could find a connection between parameters of electric pulses and values of model's 
parameters. Under our experimental conditions density of the cell monolayer was the most 
important factor for a correct prediction of a percentage of permeabilized cells. We found 
Peleg-Fermi and logistic mathematical model to be the most suitable for modelling cell survival 
in dependence on electric field. Logistic model was the most appropriate for modelling cell 
survival as a function of a product of number and length of pulses. 
Conclusion: Logistic model seems the most promising for modelling cell survival while 
Gompertz curve seems the most suitable for modelling cell permeabilization. However we 
need to perform more experiments in order to establish the connection between the values of 
parameters of mathematical models and electric pulse parameters. Mathematical models of 
survival should be validated in a similar way as with mathematical models of permeabilization. 
So far it seems possible to use mathematical models in treatment planning but before their use 
in vivo validation is needed. 
Keywords: electroporation, mathematical models of permeabilization, mathematical models 
of survival, treatment plan, cell suspension, cell monolayer, propidium iodide, MTS assay. 
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1 Uvod 
1.1 Kaj je elektroporacija 
Elektroporacija je pojav, ko z visokonapetostnimi pulzi spremenimo strukturo celične 
membrane. Membrana postane prepustna za snovi, ki prej niso mogle prehajati iz celice ali v 
njo (npr. beljakovine, zdravila, nukleinske kisline) [1]–[3]. V literaturi za opis istega pojava 
uporabljajo tudi izraz permeabilizacija. Izraz elektroporacija temelji na splošno sprejeti hipotezi, 
da z električnimi pulzi povzročimo spremembe v membrani in nastanek por, skozi katere potem 
poteka transport snovi. Nastanek por so potrdile tudi simulacije molekularne dinamike [4]. Izraz 
permeabilizacija izhaja iz dejstva, da snovi lažje prehajajo preko membrane, saj je membrana 
za kratek čas bolj prepustna za snovi, ki drugače membrane ne morejo prečkati. 
Ko celico izpostavimo električnemu polju (E), se mirovalni transmembranski napetosti prišteje 
(ali odšteje – odvisno od tega, na kateri strani celice opazujemo membrano) še 
transmembranska vsiljena napetost. Če njuna skupna vrednost preseže določeno pragovno 
vrednost, na delu membrane, kjer je ta pragovna vrednost presežena, pride do povečane 
prepustnosti [5].  
Če si po elektroporaciji celica opomore in preživi, govorimo o reverzibilni elektroporaciji (angl. 
reversible electroporation). Če pa celica po elektroporaciji odmre, temu pravimo ireverzibilna 
elektroporacija (IRE angl. irreversible electroporation) [6]. Pri tem lahko pride do poškodbe 
membrane in njene trajne prepustnosti, kar povzroči smrt celice, lahko pa se membrana po 
dovedenih pulzih sicer zaceli, ampak so poškodbe celice prevelike, da bi lahko živela še naprej 
- sproži se programirana celična smrt [7]. 
1.2 Področja uporabe elektroporacije 
Področja uporabe elektroporacije so zelo raznolika [8], [9]. Elektroporacijo uporabljajo za vnos 
kemoterapevtikov v celico (elektrokemoterapija) [10], [11]. Sistemsko ali lokalno v tumor 
vbrizgajo kemoterapevtik (najbolj razširjena sta bleomicin ali cisplatin), nato pa z električnimi 
pulzi povečajo prepustnost membran tumorskih celic. Kemoterapevtik lahko tako v celico 
vstopi v dovolj visokih količinah, da povzroči celično smrt. Pred kratkim so predlagali tudi 
uničevanje tumorskih celic s kalcijem, ki je v višjih količinah od normalnih (več kot 10-7 mol/l) 
za celice strupen [12]. Pri tem kemoterapevtiki niso potrebni. 
Z elektroporacijo v celice brez uporabe virusov vnesemo nukleinske kisline, kjer je zapisana 
sinteza določenega proteina [1], [13], kar imenujemo genska elektrotransfekcija. 
Za odstranjevanje tumorjev se uveljavlja netermična ablacija tkiva z ireverzibilno 
elektroporacijo (NTIRE angl. non-thermal irreversible electroporation). Celice izpostavljajo 
višjemu električnemu polju in več pulzom ter s tem povzročijo neselektivno smrt celic [14], [15]. 
V zadnjem času začenjajo uporabljati NTIRE s kemoterapevtiki [16]. To pomeni, da je 
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električno polje nad mejo za ireverzibilno elektroporacijo, obenem pa dodajo tudi 
kemoterapevtike, saj je NTIRE sam slabše učinkovit pri večjih tumorjih (nad 3 cm) [17]. 
Elektroporacija je razširjena tudi v prehrambni industriji, kjer uporabljajo izraz pulzirajoča 
električna polja (PEF angl. pulsed electric field treatment). PEF se uporablja za sterilizacijo ali 
pasterizacijo hrane [18], za ekstrakcijo soka iz sladkorne pese [19], pospešeno sušenje [20] in 
zamrzovanje živil [21]. 
Elektroporacijo lahko uporabljamo tudi za ekstrakcijo bioloških molekul iz mikroorganizmov in 
rastlin [22], [23]. Pri običajnih metodah (uporaba kemičnih snovi ali mehansko uničevanje 
bakterij) nastajajo kot stranski produkti strupene snovi, z elektroporacijo pa ne. Standardne 
metode so obenem tudi slabo učinkovite in/ali drage. 
Različne tipe celic lahko združujemo s fuzijo [24], [25]. Fuzija celic je pomembna predvsem pri 
izdelavi monoklonskih protiteles, kjer združimo celice, ki proizvajajo protitelesa (limfociti-B), in 
mielomske celice, ki se jih lahko goji v kulturah. Z elektroporacijo lahko skozi kožo dovajamo 
zdravilne učinkovine, saj je koža za njih slabo prepustna, z električnimi pulzi pa prepustnost 
povečamo [26].  
1.3 Načrtovanje posegov pri elektrokemoterapiji in NTIRE 
Pred zdravljenjem tumorja z elektrokemoterapijo ali z ireverzibilno elektroporacijo kot 
netermično metodo ablacije tkiva naredimo načrt posega (angl. treatment plan), v katerem 
določimo optimalni položaj elektrod in napetosti, ki jih dovedemo na elektrode. Želimo si čim 
manjšo škodo na zdravem tkivu in obenem dovolj visoko električno polje glede na potrebe 
določenega posega [27], [28]. Pri elektrokemoterapiji mora biti električno polje (E) na celem 
tumorju višje od praga za reverzibilno elektroporacijo in obenem nižje od praga za ireverzibilno 
elektroporacijo [29]. Tako lahko v vse tumorske celice vstopi kemoterapevtik in jih uniči, 
obenem pa zdrave celice ostanejo nepermeabilizirane in nepoškodovane. Na tumorju E ne 
sme biti višji od meje za ireverzibilno elektroporacijo, saj pride do nekroze tkiva. V kolikor je 
tumor le delno prekrit z dovolj visokim E, del tumorskih celic preživi in se razmnožuje naprej, 
rast tumorja pa se dolgoročno ne ustavi.  
NTIRE je neselektivna ablacijska metoda (uniči vse celice, pri katerih je presežen prag za 
ireverzibilno elektroporacijo), zato lahko s previsokim električnim poljem uničimo tudi kritične 
bližnje strukture. Pri NTIRE ne uporabljamo nobenih kemoterapevtikov ali drugih učinkovin in 
moramo samo z električnim poljem zagotoviti, da uničimo vse tumorske celice, da je torej 
presežen prag za ireverzibilno elektroporacijo na vseh tumorskih celicah. Zato mora biti v 
tumorju električno polje višje od meje za ireverzibilno elektroporacijo, v ostalih tkivih pa mora 
biti nižje, da se izognemo termičnim poškodbam tkiva. 
Trenutno za mejo za reverzibilno oz. ireverzibilno elektroporacijo uporabljamo določene 
vrednosti električnega polja (E), ki so jih s poskusi določili najprej na različnih linijah celic in 
vitro [30] in nato še v poskusih in vivo [31]–[33]. To pomeni, da naj bi bile nad neko vrednostjo 
E vse celice naenkrat permeabilizirane, pod to vrednostjo pa nobena. Tudi mejo med 
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reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo določamo z eksperimentalno določeno vrednostjo. 
Predpostavimo, da so nad mejo za ireverzibilno elektroporacijo vse celice mrtve, pod to mejo 
pa vse celice preživijo. Po teh predpostavkah lahko odziv celic modeliramo s stopnico, kar 
vidimo na sliki 1.1. Vendar v resničnosti pragovne vrednosti za elektroporacijo niso določene, 
temveč so statistično razporejene. To pomeni, da ima vsaka celica drugačen prag za 
reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo. Če pri načrtovanju posegov predpostavljamo, da 
imajo vse celice enak prag za reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo, lahko pride do 
prenizkega E na tumorju in celice preživijo, lahko pa poškodujemo pomembne bližnje 
strukture. 
Ker si želimo realnejših in zanesljivejših načrtov posega, želimo razviti matematične modele, 
ki bodo opisovali delež permeabiliziranih celic oz. delež preživelih celic glede na uporabljene 
parametre električnih pulzov, elektrod in lastnosti tkiva. 
 
Slika 1.1: Primer deleža permeabiliziranih in deleža preživelih celic pri določeni 
vrednosti električnega polja (v tem primeru je prag 1 kV/cm za permeabilizacijo in 
3 kV/cm za smrt). Pragovni vrednosti električnega polja za reverzibilno oz. 
ireverzibilno elektroporacijo sta določeni naključno.  
V svoji magistrski nalogi se bom ukvarjala z matematičnim modeliranjem na področju 
permeabilizacije in preživetja celic z namenom, da matematične modele kasneje uporabimo 
pri načrtovanju posegov z elektrokemoterapijo in z netermično ablacijo tkiva z ireverzibilno 
elektroporacijo. Tako elektrokemoterapija kot tudi netermična ablacija tkiva z ireverzibilno 
elektroporacijo se že uporabljata za zdravljenje globlje ležečih tumorjev [34], [35]. Pri 
načrtovanju posegov na podlagi tridimenzionalnih medicinskih slik (npr. magnetna resonanca, 
računalniška tomografija) naredimo geometrijski model tumorja in okoliškega tkiva, kjer 
modeliramo obliko in velikost organov oz. tumorja. Vsaki vrsti tkiva pripišemo električno 
prevodnost, nato numerično izračunamo električno polje v tkivu glede na parametre električnih 
pulzov, geometrijo elektrod, spremembe prevodnosti tkiva [36]. Tkivu lahko pripišemo tudi 
druge lastnosti, npr. toplotne, ki so pomembne predvsem pri NTIRE, kjer zaradi velikega števila 
pulzov in posledično višje dovedene energije lahko pride do prekomernega segrevanja tkiva. 
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Pri načrtovanju posegov moramo upoštevati tudi spremembo električne prevodnosti, saj jo 
električni pulzi spremenijo tako z gretjem kot tudi s povišano prevodnostjo celičnih membran 
[37]. Spremenjena električna prevodnost pa pri naslednjem pulzu vpliva na porazdelitev 
električnega polja [38]. S postopkom optimizacije poskušamo najti optimalno postavitev 
elektrod in parametre električnih pulzov glede na cilje in značilnosti posega, ki ga načrtujemo.  
Cilj moje magistrske naloge je, da določeno mejo električnega polja nadomestimo z 
matematičnim modelom, kjer odziva celic ne bomo več opisovali s stopnico. Tako 
permeabilizacijo celic kot tudi preživetje lahko opišemo z zveznimi matematičnimi modeli 
permeabilizacije oz. preživetja, torej so odzivi od 0  % permeabilizacije/preživetja do 100 % 
permeabilizacije/preživetja, vmes pa so zajete tudi vse ostale vrednosti med 0 % in 100 %. 
Idealen matematični model upošteva vse parametre, ki vplivajo na permeabilizacijo oz. na 
preživetje, torej poleg električnega polja (E) še trajanje pulza (T), število pulzov (n), ponavljalno 
frekvenco (f), gostoto celic in tip celic. Želimo si čim manj parametrov, ki jih moramo v 
matematičnih modelih optimizirati. Parametri matematičnih modelov naj bi poleg tega imeli 
določen biološko-fizikalni pomen, da bi lahko brez izvajanja poskusov predvideli rezultate pri 
nekoliko drugačnih pogojih (npr. sprememba ponavljalne frekvence, trajanja pulza, števila 
pulzov). Zelo pomembna je napovedna moč matematičnih modelov. Čeprav se matematični 
model zelo dobro prilega rezultatom in ga lahko (teoretično) prilegamo na vse eksperimentalne 
podatke pri zelo različnih parametrih električnih pulzov, nam to ne koristi, v kolikor z njim ne 
moremo napovedati odziva celic pri določenih pogojih. Želimo si, da bi odzive celic 
napovedovali in ne le opisovali. Z uporabo matematičnih modelov bi lahko načrt posega 
predstavili kot delež permeabiliziranih ali uničenih celic v nekem tkivu. Tako bi načrti posega 
postali zanesljivejši in preglednejši. Del uničenega tkiva bi bil natančneje določen. Poleg 
izboljšanja načrtovanja posegov bi obenem zmanjšali število poskusov, potrebnih za določanje 
odziva celične linije oz. tkiva pri spreminjanju parametrov električnih pulzov. 
Od takega idealnega matematičnega modela smo vendarle še daleč. Obstaja nekaj 
matematičnih modelov, ki opisujejo permeabilizacijo celic [39]–[41] in so prilagojeni posebej 
za področje elektroporacije. Pri modeliranju celične smrti na področju IRE je bil do sedaj 
uporabljen en matematični model (Peleg-Fermijev) [42], [43], obstaja pa več matematičnih 
modelov na področju pasterizacije z visoko temperaturo [44]–[48] in z električnimi pulzi [49]–
[51]. Obstoječi modeli večinoma modelirajo le odvisnost od enega parametra (npr. čas 
izpostavitve visoki temperaturi ali električnemu polju), redki pa modelirajo odvisnost od več 
parametrov [49] (npr. električno polje in število pulzov). 
V magistrski nalogi bom najprej predstavila matematične modele permeabilizacije in preživetja, 
ki se največkrat pojavljajo v literaturi. Nato bodo sledili metode in materiali, kjer bom opisala 
protokole poskusov na celicah in način prileganja krivulj. Sledila bo predstavitev rezultatov 
poskusov in prileganja matematičnih modelov. Na pritrjeni plasti celic bom nato izračunane 
matematične modele validirala. Pri poskusih na suspenziji bom preizkušala, kako spremembe 
električnih parametrov (električno polje, dolžina in število pulzov) vplivajo na izbiro 
matematičnega modela in na spreminjanje vrednosti parametrov matematičnih modelov. V 
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diskusiji bom ugotavljala, kateri matematični modeli so najbolj primerni za modeliranje 
permeabilizacije in preživetja. Primernost modelov bom ugotavljala glede na najboljše 
prileganje eksperimentalnim podatkom, glede na biološki pomen parametrov matematičnih 
modelov in glede na možno napovedno moč. 
1.4 Matematični modeli permeabilizacije celic 
Na področju elektroporacije obstaja več matematičnih modelov permeabilizacije, ki 
predstavljajo delež permeabiliziranih celic v odvisnosti od električnega polja. 
1.4.1 Simetrična sigmoida 
V literaturi za opis deleža permeabiliziranih celic pogosto opazimo simetrično sigmoido [39], 
[40]: 
 
𝑝(𝐸) =
1
1 + 𝑒− 
(𝐸−𝐸50%)
𝑏
, 
    
(1.1) 
kjer p predstavlja delež elektroporiranih celic, E je jakost električnega polja, kateremu so celice 
izpostavljene, E50% je električno polje, kjer je 50 % celic permeabiliziranih in b pomeni širino 
krivulje (hitrost prehoda iz nepermeabiliziranega v permeabilizirano stanje). Parameter b lahko 
razumemo tudi kot učinkovitost električnih pulzov. Manjša absolutna vrednost b-ja pomeni, da 
do najvišje vrednosti permeabilizacije pridemo na ožjem intervalu napetosti (celice hitreje 
preidejo iz nepermeabiliziranega v permeabilizirano stanje). Večja absolutna vrednost b-ja 
pomeni, da do najvišje vrednosti permeabilizacije pridemo na širšem intervalu napetosti (celice 
počasneje preidejo iz nepermeabiliziranega v permeabilizirano stanje). 
1.4.2 Asimetrična sigmoida 
Asimetrična sigmoida je podobna simetrični sigmoidi, le da boljše opisuje asimetrično 
porazdelitev podatkov. Glede na to, da so polmeri celic asimetrično porazdeljeni [39], lahko 
pričakujemo, da bo tudi permeabilizacija asimetrična. Zato je bil za analizo izbran model: 
 
𝑝(𝐸) = √
1
1 + 𝑣𝑒− 
(𝐸−𝐸𝑐)
𝑏
𝑣
, 
    
(1.2) 
kjer parametra p in E pomenita delež permeabiliziranih celic in dovedeno električno polje, 
parameter v označuje naklon krivulje (asimetričnost), parameter Ec pa določa zamik 
asimetrične sigmoide po osi x oz. označuje, kdaj pride do permeabilizacije.  
1.4.3 Hiperbolični tangens 
Hiperbolični tangens temelji na opisu sistema z dvema stanjema, npr. polariziranje svetlobe 
[41]. Tudi elektroporacijo bi lahko razumeli kot sistem, ki opisuje prehod iz 
nepermeabiliziranega  v permeabilizirano stanje. Model je naslednji: 
8 
 
 
𝑝(𝐸) =
1 + tanh (𝐵(𝐸 − 𝐸50%))
2
, 
    
(1.3) 
kjer parametri p, E in E50% pomenijo delež permeabiliziranih celic, dovedeno električno polje in 
električno polje, pri katerem je 50 % celic permeabiliziranih. Parameter B določa hitrost 
prehoda iz nepermeabiliziranega v permeabilizirano stanje. Večja vrednost pomeni večji 
naklon in hitrejši prehod v permeabilizirano stanje. 
1.4.4 Gompertzova krivulja 
Gompertzovo krivuljo pogosto uporabljamo za opis sistemov, ki preidejo s časom v nasičenje. 
Eden takih sistemov je rast tumorja, kjer je rast na začetku počasna, nato tumor raste vse 
hitreje [52]. Po določenem času je rast omejena in dosežemo nasičenje. To lahko primerjamo 
s permeabilizacijo celic kot funkcijo električnega polja (E). Pri zelo nizkih E permeabilizacije ne 
zaznamo. Nato le-ta začne naraščati, na koncu pa počasi pridemo v nasičenje. Npr. tudi z 
vztrajnim povečevanjem E, povečanje s 97 % na 100 %, permeabilizacijo težko dosežemo. 
Model je naslednji: 
 
𝑝(𝐸) = 𝑒−𝑒
− 
(𝐸−𝐸𝑐)
𝑏 , 
    
(1.4) 
kjer parametri p, E in b pomenijo delež permeabiliziranih celic, dovedeno električno polje in 
hitrost prehoda iz nepermeabiliziranega v permeabilizirano stanje. Parameter Ec določa premik 
Gompertzove krivulje po osi x, torej določa, kdaj pride do permeabilizacije. 
1.4.5 Model, izhajajoč iz porazdelitve velikosti celic 
V redki suspenziji celic, kjer so celice približno okrogle in izpostavljene homogenemu 
električnemu polju, lahko v približku rečemo, da napetost Uc povzroči permeabilizacijo celic: 
 
𝑈𝑐 ≅
2∆Φ𝑚𝑑
3𝑅
, 
    
(1.5) 
kjer ∆Φ𝑚 predstavlja vsiljeno transmembransko napetost, Uc je kritična napetost, potrebna za 
permeabilizacijo celice, d je razdalja med elektrodami, R pa polmer celice. 
Pri tem modelu so avtorji izhajali iz hipotetične normalne porazdelitve polmerov celic [39]. 
Povprečen premer celice (8,55 μm) in standardno deviacijo (1,55 μm) so določili z 
opazovanjem celic CHO pod mikroskopom. Dobili so gostoto verjetnosti, da ima celica polmer 
R: 
 
𝑝(𝑅) =
1
𝜎√2𝜋
𝑒
− 
(𝑅−?̅?)2
2𝜎2 , 
    
(1.6) 
kjer p(R) pomeni verjetnost, da ima celica polmer R, σ pomeni standardno deviacijo radija 
celic, ?̅? je povprečen polmer celic. Verjetnost, da ima celica polmer večji od R0, je enaka 
verjetnosti, da bo na celici prišlo do dovolj velike spremembe transmembranske napetosti, ki 
bo povzročila permeabilizacijo celice. 
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Pri nas pri poskusih na plasti celic ta matematični model ni prišel v poštev, saj pri konfluentni 
plasti celic ne moremo govoriti o okrogli obliki celic. Torej izraz (1.5) ne velja in ga pri 
matematičnem modeliranju permeabilizacije plasti celic nismo uporabili. Posledično ga nismo 
uporabili tudi pri modeliranju permeabilizacije celične suspenzije. Za tkiva in plasti celic model, 
izhajajoč iz velikosti celic, ne pride v poštev, poskuse na suspenziji pa smo izvedli zato, da 
smo ugotovili, kaj se dogaja s parametri modelov pri različnih električnih parametrih. Tudi če 
bi ta model prilegali na rezultate suspenzije, ne bi prišel v poštev pri načrtovanju posegov. 
Poleg tega pa v literaturi med kvaliteto prileganja pri simetrični sigmoidi in modelom, izhajajoč 
iz porazdelitve polmerov celic, niso našli bistvene razlike [39]. 
1.5 Matematični modeli preživetja celic 
Na področju uničevanja mikrobov je matematično modeliranje za napovedovanje deleža 
preživelih celic že dobro uveljavljeno [18]. Na področju NTIRE pa do sedaj obstaja malo 
literature na to temo. Golberg in Rubinsky sta za opis smrti celic raka prostate uporabila Peleg-
Fermijev model [42]. Matematični model so prilegali ekstrapoliranim podatkom celic raka 
prostate DU 145 [53] in ne samo eksperimentalnim podatkom. Vseeno sta avtorja pokazala, 
da je takšno modeliranje mogoče, in nakazala smer nadaljnjega razvoja. Isti model so nato 
uporabili v študiji, kjer so naredili numerični model elektrod, ki se uporabljajo pri ireverzibilni 
elektroporaciji jeter [43]. Škodo na tkivu kot posledico IRE so predvideli z uporabo Peleg-
Fermijevega modela, poleg tega pa so predvideli tudi termično škodo. Primerjali so predvideni 
delež mrtvih celic kot posledico ireverzibilne elektroporacije in kot posledico segrevanja tkiva. 
Ugotovili so, da lahko z uporabo matematičnih modelov preživetja in z ovrednotenjem termične 
škode bistveno izboljšajo načrte posegov in zdravnikom ter raziskovalcem olajšajo izbiro 
parametrov električnih pulzov glede na željen rezultat. 
Trenutno obstoječi modeli preživetja celic imajo številne pomanjkljivosti. Dober model mora 
biti preprost in opisljiv s čim manj parametri, poleg tega pa naj bi parametri matematičnega 
modela imeli določen fizikalno-biološki pomen, s katerim lahko napovemo obnašanje celic pri 
malo drugačnih parametrih električnih pulzov. Zdaj model izberemo glede na rezultate 
poskusov – avtorji izberejo model, ki se najbolj prilega rezultatom, ki so jih dobili. Cilj je, da 
bomo rezultate poskusov predvidevali glede na matematični model. 
V literaturi najdemo naslednje glavne oblike matematičnih modelov, ki opisujejo smrt celic 
(slika 1.2): 
 linearne; 
 konkavne oziroma z ramo (če med katerima koli dvema točkama na matematičnem 
modelu potegnemo premico, del premice med točkama leži pod krivuljo); 
 konveksne oziroma z repom (če med katerima koli dvema točkama na matematičnem 
modelu potegnemo premico, del premice med točkama leži nad krivuljo); 
 sigmoidne oziroma z ramo in repom (na začetku je konkavna, nato se spremeni v 
konveksno). 
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Za konkavni matematični model se v literaturi uporablja tudi izraz linearni model z ramo, saj 
po začetni rami, ko celic še ne uničimo, pride do linearnega manjšanja števila celic. Pri 
konveksnem modelu po začetnem linearnem manjšanju števila celic preidemo v asimptoto oz. 
imamo rep. 
Pri tem so lahko na osi y delež preživetja, število preživelih celic ali pa logaritem števila 
preživelih celic. Izbira je odvisna od izbranega modela. Mi smo na y-os nanašali delež 
preživelih celic, pri PEF se večinoma uporablja logaritem preživelih celic. Pri elektroporaciji na 
y-os nanašajo tudi delež preživelih celic in za prikaz uporabljajo linearno skalo. V literaturi pri 
elektroporaciji najdemo sigmoidno in konveksno odvisnost, zato bi bil za opisovanje smrti celic 
pri ireverzibilni elektroporaciji primeren matematični model, ki bi bil sposoben opisovati vsaj ti 
dve obliki v linearni skali. 
 
Slika 1.2: Tipične oblike matematičnih modelov preživetja. Osi x in y sta brez enot 
(b.e.), saj hočemo le prikazati tipične oblike.  
1.5.1 Kinetični model prvega reda  
Klasični log-linearni oz. eksponentni modeli preživetja (sem spada tudi kinetični model prvega 
reda) temeljijo na predpostavki, da so vse celice v populaciji enako občutljive, torej je njihova 
smrt odvisna le od tega, če celice prejmejo dovolj energije za inaktivacijo [45]. 
Logaritem preživelih celic je odvisen od časa izpostavitve celic visoki temperaturi. V linearni 
skali je model konveksen (zato izraz eksponentni model preživetja), v semilogaritemski skali 
pa je linearen (od tu izvira izraz log-linearen model). Na področju pasterizacije imamo namreč 
na y-osi logaritem števila preživelih celic, na x-osi pa čas izpostavitve celic visoki temperaturi. 
Kinetični model je najpreprostejši in tudi najstarejši. Bigelow, Etsy in Meyer so pri termični 
obdelavi spor bakterij že leta 1921 opazili povezavo med logaritmom števila celic in časom 
izpostavljenosti visoki temperaturi [47], [54]: 
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 𝑌(𝑡) = 𝑒−𝑘𝑡, (1.7) 
kjer Y pomeni delež preživelih celic, t je čas izpostavljenosti celic visoki temperaturi, k je 
parameter prvega reda oz. hitrost upadanja števila bakterij. 
Katzin in sodelavci so nato določili decimalno redukcijski čas (D), ki je čas izpostavitve celic 
višji temperaturi, po kateri preživi le še 10 % začetne populacije oz. se populacija zmanjša za 
eno dekado [55]. Model so preoblikovali v: 
 𝑌(𝑡) =  𝑒− 
𝑡
𝐷, (1.8) 
kjer parameter Y pomeni delež preživelih celic, t je čas izpostavitve, D pa je decimalno 
redukcijski čas. 
Kinetični model prvega reda se uporablja pri termični obdelavi, pri uničevanju mikrobov z 
visokim tlakom in s PEF. Primeren je, če je dekada upada mikrobov glede na čas 
izpostavljenosti linearna, kar pa je pri uničevanju celic zelo redko, torej ima model zelo majhno 
napovedno moč. V primeru konkavnosti ali konveksnosti eksperimentalnih podatkov model ni 
ustrezen. V kinetičnem modelu prvega reda lahko temperaturno odvisnost parametra k 
modeliramo z Arrheniusovo enačbo, s katero empirično opisujemo odvisnost hitrosti kemijskih 
reakcij od temperature. Tudi na uničevanje celic s termično obdelavo lahko gledamo kot na 
reakcijo, kjer ima temperatura pomembno vlogo. Parameter A je predeksponentni člen, EA je 
aktivacijska energija, ki pomeni aktivacijsko energijo za molekulo (oz. potrebno energijo za 
inaktivacijo celice), T pa pomeni temperaturo medija v kelvinih. Z višanjem temperature medija 
se povečuje vrednost parametra k in s tem je uničevanje mikrobov uspešnejše. 
 
𝑘 = 𝐴𝑒
− 
𝐸𝐴
𝑘𝑏𝑇 
    
(1.9) 
Vse več študij kaže, da eksponentni model ni ustrezen za splošen opis smrti celic [48], [56], 
[57]. V svoji knjigi je Peleg zapisal, da je razlog za tako dolg obstoj tega modela to, da so pri 
poskusih preživetje izmerili v premalo točkah, na malo točk pa lahko dobro prilegamo tudi 
eksponentni model [58]. 
1.5.2 Hülshegerjev model 
Prav tako eksponentni matematični model je tudi empirični Hülshegerjev model [49]. Hülsheger 
je proučeval uničevanje bakterije Escherichia coli z mikrosekundnimi pulzi in vlogo 
uporabljenega elektrolita ter njegove koncentracije, dolžine pulzov, električnega polja, pH in 
temperature. Ugotovil je, da imata glavno vlogo električno polje (E) in čas izpostavitve 
električnim pulzom, ki je definiran kot produkt števila pulzov in čas upada eksponentnega pulza 
(čas med pulzi ni upoštevan). To je bil prvi model, ki je bil predlagan za uporabo pri PEF. 
Hülsheger je na rezultate prilegal prvi matematični model: 
 𝑌(𝐸) =  𝑒−𝑏𝑒(𝐸−𝐸𝑐), (1.10) 
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kjer Y pomeni delež preživelih celic, be je regresijski koeficient, ki tudi določa naklon krivulje, 
Ec je kritična vrednost električnega polja, E pa je dovedeno električno polje. Deleže preživelih 
celic so računali tudi kot funkcijo neodvisne spremenljivke t, ki so ga definirali kot: 
 𝑡 = 𝑛𝜏, (1.11) 
kjer n pomeni število pulzov, τ je časovna konstanta. Rezultate je torej primerjal glede na 
dolžino izpostavljenosti celic električnim pulzom in jih modeliral z drugim matematičnim 
modelom: 
 
𝑌(𝑡) =  𝑒
−𝑏𝑡 ln(
𝑡
𝑡𝑐
)
, 
    
(1.12) 
kjer bt pomeni regresijski koeficient, tc je kritični čas izpostavitve električnim pulzom, ko število 
celic najhitreje upada, t je čas izpostavitve električnim pulzom. Matematični model pri vrednosti 
časa t = 0 zavzame vrednost neskončno, kar oteži prileganje, zato moramo biti na vrednost 
modela pri t = 0 pozorni. 
Če združimo obe odvisnosti (od t in od E) dobimo tretji matematični model: 
 
𝑌(𝑡, 𝐸) = (
𝑡
𝑡𝑐
)
−(𝐸−𝐸𝑐)
𝑘 , 
    
(1.13) 
kjer Y pomeni delež preživelih celic, k je konstanta, odvisna od vrste mikroorganizma, E 
predstavlja električno polje, kateremu so izpostavljene celice, Ec je kritična vrednost 
električnega polja, t je čas izpostavljenosti, tc pa ekstrapolirana kritična vrednost časa. Vidimo 
lahko, da ima pri tretjem Hülshegerjevem modelu (1.13) glede na prvi Hülshegerjev model 
(1.10) električno polje, ki so mu celice izpostavljene, veliko višji učinek kot pa samo trajanje 
pulzov. 
1.5.3 Bifazni model 
V veliko primerih logaritem števila preživelih celic ne upada linearno, temveč v 
semilogaritemski skali opazimo konveksnost ali konkavnost podatkov. V primeru konveksnosti 
bi to lahko pojasnili s tem, da je izbrana populacija sestavljena iz dveh ali več podpopulacij. 
Hitrost uničevanja vsake podpopulacije posebej sicer sledi log-linearni zakonitosti, kadar pa 
sta podpopulaciji združeni v eno populacijo, takega obnašanja ni. V linearni skali se razlike 
med linearnostjo in konveksnostjo v semilogaritemski skali ne vidi. Bifazni model v linearni 
skali je samo konveksen oz. eksponenten. 
Konveksne semilogaritemske podatke lahko opišemo z dvojnim eksponentnim modelom oz. z 
bifaznim modelom: 
 𝑌(𝑡) = ( 𝑓𝑒−𝑘1𝑡) + (1 − 𝑓)𝑒−𝑘2𝑡, (1.14) 
kjer Y predstavlja delež preživelih celic, k1 in k2 sta koeficienta hitrosti celične smrti dveh 
podpopulacij, f je delež začetne populacije v večji in manj odporni populaciji, t pa je čas 
izpostavitve celic višji temperaturi, E ali visokemu tlaku. V kolikor je potrebno, lahko 
matematičnemu modelu dodajamo še dodatne eksponentne člene, ki pripadajo ostalim 
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podpopulacijam. Pri tem modelu je za naše podatke slabost to, da v linearni skali opisuje le 
konveksnost ne pa tudi sigmoidnosti, torej ne more biti splošno uporaben za različne celice in 
različne parametre električnih pulzov [58]. 
1.5.4 Peleg-Fermijev model 
Peleg-Fermijev model temelji na Fermijevi enačbi, ki jo uporabljamo za opis mehanskih 
sprememb bioloških materialov okoli njihove temperature posteklenitve, tj. temperature, ko 
preide material iz prožnega v krhko stanje. Peleg je Fermijevo enačbo prenesel na področje 
uničevanja mikrobov z električnimi pulzi [51]. Peleg-Fermijev model je naslednji: 
 
𝑌(𝐸, 𝑛) =  
1
1 + 𝑒
𝐸−𝐸𝑐(𝑛)
𝑘(𝑛)
, 
    
(1.15) 
kjer Y predstavlja delež preživelih celic, E je električno polje, kateremu so celice izpostavljene, 
Ec je kritična električna poljska jakost, n je število pulzov, k je kinetična konstanta, ki zaznamuje 
hitrost smrti celic (naklon krivulje) okoli Ec. Visoka vrednost k pomeni počasno upadanje števila 
celic, nizka vrednost k pa zelo hitro upadanje. Ugotovimo lahko, da se pri zelo visokih 
vrednostih E (E >> Ec) Peleg-Fermijev model poenostavi v kinetični model prvega reda: 
 
𝑌(𝐸, 𝑛) =  
1
𝑒
𝐸
𝑘(𝑛)
= 𝑒
− 
𝐸
𝑘(𝑛) 
    
(1.16) 
Ec(n) in k(n) lahko opišemo z naslednjima eksponentnima matematičnima modeloma: 
 𝐸𝑐(𝑛) = 𝐸𝑐0 ∗ 𝑒
−𝑘1𝑛, (1.17) 
 𝑘(𝑛) = 𝑘0 ∗ 𝑒
−𝑘2𝑛, (1.18) 
kjer Ec0 predstavlja presečišče matematičnega modela z osjo y in je odvisen od vrste celic in 
lastnosti pulzov. Parameter k0 je konstanta z enoto električnega polja (kV/cm), parametra k1 in 
k2 sta brezdimenzijski konstanti in sta odvisni od vrste celic in parametrov pulzov. 90 % vseh 
smrti celic se zgodi pri Ec ± 3k. Peleg-Fermijev model so prilegali na podatke preživetja bakterij, 
izpostavljenih PEF, in dobili dobro ujemanje [51]. Peleg-Fermijev model so uporabili tudi pri 
uničevanju celic z ireverzibilno elektroporacijo [42], [43]. Ker ima Peleg-Fermijev model 
empirični izvor, ga lahko uporabljamo le za interpolacijo ne pa tudi za ekstrapolacijo podatkov. 
1.5.5 Weibullov model 
Pri uničevanju mikrobov z električnimi pulzi pri opisovanju podatkov pogosto uporabljamo 
Weibullov model. Izhaja iz računanja časov okvar elektronskih naprav po tem, ko so bile 
podvržene nekemu stresu. Lahko potegnemo vzporednico s celicami, kjer nas tudi zanima čas 
do smrti celice po tem, ko so bile podvržene stresu (električnemu polju, toploti, visokemu tlaku, 
radioaktivnemu sevanju).  
 Uporabo Weibullovega modela je utemeljil van Boekel [48]. Temelji na predpostavki, da do 
smrti celic ne pride pri točno določeni vrednosti časa t, temveč so časi do uničenja celic 
statistično razporejeni. Weibullov model je: 
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 𝑌(𝑡) =  𝑒−(
𝑡
𝑏
)𝑛,
 
(1.19) 
kjer Y pomeni delež preživelih celic, t je čas izpostavitve celic stresu, b je parameter skaliranja, 
n pa parameter oblike matematičnega modela. Če je n < 1, Weibullov model predstavlja 
konveksen model, ko pa je n > 1, predstavlja konkaven model, pri n = 1 dobimo kinetični model 
prvega reda (v semilogaritemski skali).  
Weibullov model iz konkavnosti v semilogaritemski skali preide v sigmoidnost v linearni skali. 
Linearnost v semilogaritemski skali preide v rahlo konveksnost v linearni skali, konveksnost v 
semilogaritemski skali ostane konveksnost tudi v linearni skali. Meja med konveksnostjo in 
sigmoidnostjo ni več n = 1, temveč je nekoliko višja. Torej Weibullov model v linearni skali 
lahko opiše konveksne in sigmoidne podatke. Nezmožnost opisovanja konveksnih podatkov 
nas ne moti, saj pri deležih preživelih celic nikoli ne dobimo negativnih vrednosti, temveč je 
najmanjši možni delež preživelih celic 0, ki se tudi pri vztrajnem povečevanju električnega polja 
ne more več zmanjšati. Sigmoidna oblika je za modeliranje podatkov z repi zelo primerna. 
Slabost Weibullovega modela je to, da jasne povezave z vrednostmi parametrov n in b še niso 
vzpostavili. Slika 1.3 prikazuje Weibullov model, kjer je na levi strani uporabljena 
semilogaritemska skala, na desni strani pa so isti matematični modeli prikazani v linearni skali. 
 
Slika 1.3: Primer konveksnega, konkavnega in linearnega Weibullovega modela v 
semilogaritemski skali (levo) prikazanega v linearni skali (desno). Oznake na oseh so 
brez enot (b.e.). 
1.5.6 Logistični model 
Z logističnim modelom lahko opisujemo porazdelitve z ostrim vrhom in dolgima repoma. Cole 
in sodelavci [45] so preizkusili vpliv temperature, pH, koncentracije soli in temperature na smrt 
Listerie monocytogenes. Od uporabljenih 45 različnih eksperimentalnih pogojev so lahko 
logistično enačbo prilegali v 43 primerih. Tudi ostali so kasneje uspešno uporabljali logistični 
model [46], [59]. Model je naslednji: 
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𝑌(𝑡) =  10
𝛼+
𝜔−𝛼
1+𝑒
4𝜎(𝜏−log10(𝑡))
𝜔−𝛼 , 
    
(1.20) 
kjer α pomeni zgornjo asimptoto, ω spodnjo asimptoto, τ položaj največjega naklona krivulje, 
σ pa največji naklon. Pri času t = 0 so zaradi nedefiniranosti logaritma kot vrednost log(t) vzeli 
vrednost –1. Analizirali so tudi, kako eksperimentalni pogoji vplivajo na parametre logističnega 
modela. Pri [45] se je samo τ bistveno spreminjal, ostale parametre so izračunali kot povprečje 
vseh poskusov. S tem je model postal preprostejši in splošnejši, saj je bilo potrebno optimizirati 
le še parameter τ. 
1.5.7 Prilagojen Gompertzov model 
V razdelku pri matematičnih modelih permeabilizacije (1.4.4) smo Gompertzovo krivuljo 
uporabili za modeliranje permeabilizacije. V malo spremenjeni obliki jo lahko uporabimo tudi 
za opis preživetja celic [60]:  
 
log (
𝑌(𝑡)
𝑌0
) = 𝐴𝑒−𝑒
(𝐵0+𝐵1𝑡) − 𝐴𝑒−𝑒
𝐵0 , 
    
(1.21) 
kjer Y(t) pomeni delež preživelih celic ob času t in Y0 začetni delež preživelih celic. Parameter 
A modelira vrednost naravnega logaritma števila preživelih mikrobov v stacionarni fazi tj. 
vrednost repa. Parameter B0 je povezan s hitrostjo smrti – absolutna vrednost določa hitrost, 
predznak pa to, ali se populacija veča (+) ali manjša (–). B1 predstavlja dolžino začetnega 
intervala, ko preživetje še ne začne upadati (rama) – pri vrednostih blizu 1 je bila rama majhna, 
pri vrednostih veliko nad 1 pa velika.  
Ker je pri nas začetni delež preživelih celic 100 %, se enačba preoblikuje v: 
 𝑌(𝑡) =  𝑒𝐴𝑒
−𝑒(𝐵0+𝐵1𝑡)−𝐴𝑒−𝑒
𝐵0
 
   
(1.22) 
1.5.8 Log-kvadratični model 
Log-kvadratični model je kombinacija Weibullovega in bifaznega modela. Lahko modeliramo 
tako konveksne kot tudi konkavno oblikovane podatke. Model je bil preizkušen na 
eksperimentalnih podatkih več raziskovalcev, a je bilo dobro ujemanje doseženo le pri 70 %, 
zato modela pri analizi naših podatkov nismo uporabili. Matematični model je: 
 
𝑌(𝑡) =  𝑒(𝐴1+𝐴2)∗𝑒
−𝜆𝑡+𝑞(1−𝑞)
(𝜆1−𝜆2)
2
2 𝑡
2
,  
    
(1.23) 
 
 
𝑞 =  
𝐴2
𝐴1 + 𝐴2
, 
    
(1.24) 
kjer je A1 začetna koncentracija prve populacije celic, A2 je začetna koncentracija bakterij druge 
populacije, λ1 je hitrost smrti (ekvivalent vrednosti D) za prvo populacijo in λ2 za drugo 
populacijo. 
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1.5.9 Geeraerdov model 
Svoj model so razvili tudi Geeraerd in sodelavci [56], kjer sta modelirana eksponentno 
upadanje in rep krivulje. Geeraerdov model je 
 𝑌(𝑡) = (𝑌0 −  𝑁𝑟𝑒𝑠) ∗ 𝑒
−𝑘𝑡 + 𝑁𝑟𝑒𝑠, (1.25) 
kjer je Y število celic ob času t, Y0 je začetno število celic, k je najvišja hitrost inaktivacije, Nres 
pa je število odpornih bakterij oz. spodnja asimptota. Model je primeren za modeliranje 
eksponentno upadajočih podatkov z repom. 
Pregled in podrobnejši opis matematičnih modelov preživetja pri termičnem uničevanju 
mikrobov lahko najdemo v [56].  
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2 Metode in materiali 
Metode in materiali so razdeljeni na dva glavna dela –  poskusi na pritrjeni plasti celic in poskusi 
na celični suspenziji. Pritrjene plasti celic so boljši približek tkivu, saj so celice nepravilnih oblik, 
med njimi pa pri visoki gostoti obstajajo tudi povezave, ki omogočajo celično komunikacijo. Na 
celični suspenziji pa je delež permeabiliziranih oziroma preživelih celic lažje ovrednotiti, saj 
lahko napravimo več poskusov v krajšem času. 
V prvem delu je opisan postopek računanja predvidenega deleža permeabiliziranih celic v 
nehomogenem električnem polju iz rezultatov poskusov v homogenem električnem polju, ki je 
bil objavljen v [61]. 
V drugem delu so opisani poskusi na celični suspenziji, kjer smo prilegali tako matematične 
modele permeabilizacije kot tudi matematične modele preživetja. Ker smo lahko hitreje naredili 
več poskusov, smo na suspenzijah opazovali spreminjanje vrednosti parametrov matematičnih 
modelov v odvisnosti od parametrov električnih pulzov. 
2.1 Poskusi na pritrjeni plasti celic 
2.1.1 Celice in celična kultura 
Za poskuse smo uporabili ovarijske celice samice kitajskega hrčka (celice CHO). Za poskuse 
na plasteh smo jih nasadili v petrijevke s premerom 40 mm (TPP, Švica) v 2 ml medija (HAM-
F12, Sigma-Aldrich, Stenhein, Nemčija) z dodanim 10% FBS (telečji serum), antibiotiki in L-
glutaminom za 2 dni pri 37 °C in 5 % CO2 v inkubatorju (Kambič, Slovenija). 
2.1.2 Dovajanje električnih pulzov 
Pri celicah v plasteh smo dovedli 1 pravokoten pulz dolžine 1 ms. Uporabili smo elektroporator 
Cliniporator (IGEA, Italija). Napetosti pulzov so bile prilagojene doseženemu najvišjemu 
električnemu polju. V homogenem električnem polju je bilo najvišje električno polje 1,6 kV/cm, 
kar je pomenilo napetosti med 200 V in 800 V s korakom 200 V. V nehomogenem električnem 
polju je bilo najvišje električno polje 2,3 kV/cm, kar je pomenilo napetosti od 80 V do 140 V s 
korakom 20 V. V homogenem električnem polju smo uporabili dve vzporedni Pt/Ir žičnati 
elektrodi s premerom 0,75 mm, razdalja med notranjima robovoma elektrod je bila 5 mm. 
Elektrode so bile postavljene na dno petrijevke (slika 2.1a). V nehomogenem električnem polju 
smo uporabili par igelnih elektrod, kjer je bil premer elektrod 0,5 mm, razdalja med notranjima 
robovoma pa 1,0 mm (slika 2.1b).  
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Slika 2.1: a – Dve vzporedni Pt/Ir žičnati elektrodi s premerom 0,75 mm, razdalja med 
notranjima robovoma elektrod je 5 mm. b – Par Pt/Ir igelnih elektrod, premer elektrod 
je 0,5 mm, razdalja med notranjima robovoma je 1,0 mm. 
Tabela 2.1: Parametri električnih pulzov pri poskusih na pritrjeni plasti celic. 
 Število 
pulzov / - 
Trajanje 
pulza / ms 
Napetost / V Električno polje / 
(kV/cm) 
Homogeno E 1 1 0, 200, 400, 600, 
800 
0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 
Nehomogeno E 1 1 80, 100, 120, 140 do 2,3 
 
Pred dovajanjem pulzov smo iz petrijevk odsesali medij in ga nadomestili z 1 ml HAM-F12 in 
100 μl 1 mg/ml propidijevega jodida (PI). Propidijev jodid je fluorescentno barvilo, ki običajno 
ne more v celice. Ko celična membrana postane prepustna, lahko PI vstopi v celice in se veže 
na nukleinske kisline. Po vezavi začne močno fluorescirati, kar omogoča razločevanje med 
permeabiliziranimi in nepermeabiliziranimi celicami. Po dovedenih pulzih so petrijevke 5 minut 
stale na sobni temperaturi v laminarju, nato smo sprali elektroporacijski medij, ga nadomestili 
s svežim HAM-F12 in celice opazovali pod mikroskopom. 
2.1.3 Fluorescentna mikroskopija 
Celice smo opazovali z invertnim mikroskopom Zeiss AxioVert 200 (Zeiss, Nemčija) pod 
desetkratno povečavo. V vsakem poskusu v homogenem električnem polju smo na naključno 
izbranih delih med elektrodama zajeli do pet fazno-kontrastnih in pripadajočih fluorescentnih 
slik. Pri nehomogenem polju smo zajeli celotno območje okoli elektrod. Ko smo dovedli 80 V, 
smo zajeli štiri slike. Pri dovedenih 100 V, 120 V ali 140 V smo zajeli devet slik. Fluorescentne 
in fazno-kontrastne slike smo zložili skupaj v Photoshopu CS5 (Adobe Systems Inc., San Jose, 
Kalifornija, ZDA). Primer fazno-kontrastne mikroskopske slike okoli igelnih elektrod prikazuje 
slika 2.2, primer fluorescentne mikroskopske slike okoli igelnih elektrod pa slika 2.3. Za zajem 
slik smo uporabili kamero VisiCam1280 (Visitron, Nemčija) in programsko opremo MetaMorph 
(Molecular Devices, ZDA). Število zajetih slik v homogenem električnem polju prikazuje 
tabela 2.2. Število poskusov v nehomogenem električnem  polju prikazuje tabela 2.3. 
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Slika 2.2: Fazno-kontrastna mikroskopska slika območja okoli igelnih elektrod pod 
desetkratno povečavo, ko celice izpostavimo nehomogenemu električnemu polju. 
Celice smo izpostavili enemu 1 ms pulzu, napetost 120 V. Približna lega elektrod je 
nakazana z belimi krogi, njihova polariteta pa označena z znakoma + in -. 
 
Slika 2.3: Fluorescentna mikroskopska slika območja okoli igelnih elektrod pod 
desetkratno povečavo, ko celice izpostavimo nehomogenemu električnemu polju. 
Celice smo izpostavili enemu 1 ms pulzu, napetost 120 V. Prikazano je povprečje 
šestih slik. Približna lega elektrod je nakazana z belimi krogi, njihova polariteta pa 
označena z znakoma + in -. 
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Tabela 2.2: Število poskusov in zajetih slik pri poskusih v homogenem električnem 
polju. 
Dovedena 
napetost / V 
Število 
poskusov / - 
Število slik (< 300 
celic/sliko) / - 
Število slik (300-
600 celic/sliko) / - 
Število slik (> 600 
celic/sliko) / - 
200 6 5 10 14 
300 4 3 6 4 
400 8 16 8 11 
500 9 20 25 6 
600 6 10 8 10 
700 6 6 7 9 
800 8 7 22 7 
 
Tabela 2.3: Število poskusov v nehomogenem električnem polju. 
Dovedena napetost / V Število poskusov / - 
80 9 
100 12 
120 6 
140 8 
 
2.1.4 Prileganje matematičnih modelov v homogenem električnem polju 
Fluorescentne mikroskopske slike smo upragovili in ročno prešteli celice na fazno-kontrastnih 
in fluorescentnih slikah. Izračunali smo povprečno vrednost deleža permeabiliziranih celic in 
standardno deviacijo. Rezultate smo razvrstili v tri skupine glede na število celic, preštetih na 
fazno-kontrastni sliki. Prva skupina so bile slike, kjer je bilo manj kot 300 celic. Druga skupina 
so bile slike, kjer je bilo od 300 do 600 celic. Tretja skupina so bile slike, kjer je bilo več kot 
600 celic. Primere fazno-kontrastnih mikroskopskih slik različno gostih celičnih plasti prikazuje 
slika 2.4. 
   
Slika 2.4: Primeri mikroskopskih slik celic, izpostavljenih homogenemu električnemu 
polju. a – Najredkejša plast celic, naštetih je manj kot 300 celic na sliko. b – Srednje 
gosta plast celic, naštetih med 300 in 600 celic na sliko. c – Najgostejša plast celic, 
naštetih več kot 600 celic na sliko. 
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Na rezultate poskusov smo prilegali naslednje matematične modele: simetrično sigmoido (1.1), 
asimetrično sigmoido (1.2), hiperbolični tangens (1.3) in Gompertzovo krivuljo (1.4). Za 
prileganje smo uporabili Matlab (R2010, Mathworks, ZDA) in metodo nelinearnih najmanjših 
kvadratov. Za vsak matematični model smo dobili izraz z optimiziranimi parametri in kvaliteto 
prileganja, izraženo z determinacijskim koeficientom. Dobili smo 12 različnih matematičnih 
modelov – štirje različni matematični modeli in za vsak model tri različne gostote celic. 
Determinacijski koeficient oziroma R2 je število med 0 in 1, ki določa, kako blizu so predvidene 
vrednosti dejanskim eksperimentalnim vrednostim. Z drugimi besedami: R2 je korelacija med 
izmerjenimi in predvidenimi vrednostmi, ki nam pove delež pojasnjene variance. Čim višji je 
R2, tem več variance lahko pojasnimo in tem boljše je ujemanje. Pri ocenjevanju primernosti 
matematičnega modela se ne smemo zanašati samo na vrednost R2. Z večanjem števila 
parametrov v matematičnih modelih lahko sicer dobimo zelo visok R2, ampak s tem 
matematični model preparametriziramo in ga preveč prilagodimo določenim podatkom. 
Posledično je model slabo prenosljiv na druge podatke. Zato je potrebno tudi paziti, da ostaja 
število parametrov v matematičnem modelu, ki jih je treba optimizirati, čim manjše [62]. 
2.1.5 Modeliranje nehomogenega električnega polja 
Nehomogeno električno polje smo izračunali numerično v programu Comsol (verzija 3.5, 
COMSOL, Švedska). Uporabili smo AC/DC modul. Prevodnost medija smo nastavili na 
1,0 S/m, kar je prevodnost medija, uporabljenega v poskusih. Trajanje pulza je bilo 1 ms, kar 
je veliko več, kot je polarizacijska konstanta celične membrane (cca 1 μs) [63], zato smo lahko 
uporabili analizo v stacionarnem stanju. Numerično izračunano električno polje okoli elektrod 
prikazuje slika 2.5. 
Električno polje okoli elektrod je zvezno porazdeljeno, zato smo ga najprej diskretizirali na 
podobmočja, kjer so vrednosti električnega polja znotraj določenega ranga. Mejne vrednosti 
električnega polja so bile določene tako, da so bile površine podobmočij približno enake, pri 
tem je bila razlika med zgornjo in spodnjo mejo območja 2 kV/cm. Drugačna so le podobmočja 
blizu elektrod, ki so manjša in imajo zelo visok razpon električnega polja (od 6 kV/cm do 
9 kV/cm), saj električna poljska jakost proti elektrodam zelo hitro narašča. Mejne vrednosti 
območij so bile določene tudi glede na velikost območja, saj mora biti v njem dovolj celic za 
analizo. Primer diskretiziranega območja z označenimi mejnimi vrednostmi podobmočij okoli 
elektrod prikazuje slika 2.6. Meje analiziranih območij ostalih napetosti prikazuje tabela 2.4. 
Analiza polja se je začela pri območju 0,30 kV/cm – 0,39 kV/cm, kjer je bila zaznana najnižja 
fluorescenca. Do 0,8 kV/cm so bila vsa analizirana območja enake oblike in velikosti. Ko se 
bližamo elektrodam, začne električno polje zelo hitro naraščati. Zato mejne vrednosti pri 
različnih napetostih niso enake. V tabeli 2.4 lahko poleg mej podobmočij vidimo tudi odstotke 
velikosti posameznih podobmočij glede na celotno analizirano območje okoli elektrod (brez 
samih elektrod). 
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Slika 2.5: Numerično izračunano nehomogeno električno polje okoli igelnih elektrod. 
 
Slika 2.6: Območje okoli igelnih elektrod, ki je razdeljeno na podobmočja, v katerih je 
električno polje znotraj nekih meja. Meje so za vsako območje označene na sliki. 
Prikazan je primer, ko je bilo na elektrode dovedenih 120 V. 
Meje območij smo v Photoshopu položili na mikroskopske slike pri nehomogenem polju, primer 
fluorescentne slike skupaj z območji električnega polja vidimo na sliki 2.7. Pri točnem določanju 
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pozicije smo si pomagali s praskami, ki so ostale na dnu petrijevk zaradi stika z elektrodami in 
se jih vidi na fazno-kontrastni sliki (slika 2.2). Primer upragovljene (angl. thresholded) 
mikroskopske slike celic, izpostavljenih nehomogenemu električnemu polju, vidimo na sliki 2.8. 
Prešteli smo število celic znotraj območij na fazno-kontrastnih in fluorescentnih slikah, 
izračunali povprečen delež permeabiliziranih celic in standardno deviacijo. Delež 
permeabiliziranih celic smo računali kot količnik števila fluorescirajočih celic in števila vseh 
celic znotraj določenega podobmočja. 
 
Slika 2.7: Podobmočja električnega polja, prikazana na mikroskopski fluorescentni 
sliki. Dovedli smo 1 pulz dolžine 1 ms in napetosti 120 V. Približna postavitev 
podobmočij je bila določena s pomočjo prask na fazno-kontrastni sliki. 
 
Slika 2.8: Upragovljena fluorescentna mikroskopska slika območja okoli igelnih 
elektrod, celice so bile izpostavljene 1 pulzu dolžine 1 ms in napetosti 120 V. Približna 
postavitev elektrod je nakazana s krogi, polariteta pa označena z znakoma + in -. 
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V Comsolu smo izračunali predviden delež permeabiliziranih celic. V matematične modele 
(simetrična sigmoida (1.1), asimetrična sigmoida (1.2), hiperbolični tangens (1.3) in 
Gompertzova krivulja (1.4)) z optimiziranimi parametri smo vstavili numerično izračunano 
električno polje okoli igelnih elektrod (slika 2.5). Te predvidene deleže smo tudi diskretizirali, 
in to tako, da so bila podobmočja enaka tistim, na katere smo razdelili območja okoli elektrod 
na mikroskopskih slikah (slika 2.6), znotraj katerih smo določili deleže permeabiliziranih celic. 
Meje območij predvidenih deležev permeabiliziranih celic smo ročno nastavljali toliko časa, 
dokler nismo dosegli ujemanja s podobmočji, katerih mejne vrednosti električnega polja smo 
poznali. Že od prej smo imeli eksperimentalne podatke deležev permeabiliziranih celic znotraj 
podobmočij, zdaj pa smo dobili še predvidene deleže permeabiliziranih celic glede na izbiro 
matematičnega modela in gostote celic. Predvidene in dejanske deleže permeabiliziranih celic 
smo primerjali in sklepali, kateri matematični model in katera gostota celic najboljše napovesta 
rezultate permeabilizacije v nehomogenem električnem polju. 
Tabela 2.4: Območja okoli elektrod pri nehomogenem polju in velikosti teh območij. 
Območje 
električnega 
polja / (kV/cm) 
Velikost 
območja pri 
80 V / % 
Velikost 
območja pri 
100 V / % 
Velikost 
območja pri 
120 V / % 
Velikost 
območja pri 
140 V / % 
0,30 - 0,39 33 30 29 28 
0,40 - 0,59 47 33 29 28 
0,60 - 0,79 12 19 16 15 
0,80 – 0,99 - 12 13 10 
0,80 - 1,50 8 - - - 
1,00 - 1,19 - - 7 10 
1,00 - 1,60 - 6 - - 
1,20 - 2,00 - - 5 - 
1,20 - 2,30 - - - 9 
 
2.2 Poskusi na celični suspenziji 
2.2.1 Celice in celična kultura 
Za poskuse so celice namesto v petrijevkah rasle v posodah velikosti 75 cm2 (TPP, Švica) v 
10 ml medija (HAM-F12, PAA, Avstrija) z dodanim 10 % FBS (telečji serum), antibiotiki in L-
glutaminom 2-3 dni pri 37 °C in 5 % CO2 v inkubatorju (Kambič, Slovenija). Pred poskusi smo 
celice sprali s 5 ml 0,9 % NaCl, nato smo jih prelili z encimom tripsinom, katerega delovanje 
smo ustavili s HAM-F12. Suspenzijo celic smo centrifugirali (1000 obratov, 5 minut, 4 °C). 
Odsesali smo odvečni medij in celice zmešali s kalijevim pufrom (1 mM MgCl2, 250 mM 
saharoza, 10 mM KH2PO4/K2HPO4 v razmerju 9,5:40,5) na želeno koncentracijo. Za test 
preživetja po 24 urah je bila koncentracija 106 celic/ml. Pri merjenju permeabilizacije je bila 
zaradi občutljivosti spektrofluorometra koncentracija celic povišana na 5x106 celic/ml.  
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2.2.2 Merjenje permeabilizacije 
100 μl sveže pripravljene celične suspenzije z gostoto 5x106 celic/ml v kalijevem pufru smo 
zmešali s 15 μl propidijevega jodida koncentracije 1 mg/ml. 100 μl celične suspenzije s PI smo 
prenesli med vzporedni jekleni elektrodi z razdaljo med elektrodama 2 mm (slika 2.9) in dovedli 
pulze. Najkasneje v 10 s po dovedenih pulzih smo v kvarčno kiveto prenesli 90 μl suspenzije 
in magnetni mešalček ter kiveto 2 minuti pustili na sobni temperaturi v laminarju. Po 
dveh minutah smo dodali 910 μl 0,9 % raztopine NaCl in kiveto takoj prenesli v nastavek v 
spektrofluorometru Jasco FP-6300 (Jasco Inc., Tokio, Japonska). Tri minute po dovedenih 
pulzih smo merili emisijo pri 617 nm, vzorec pa smo vzbujali z valovno dolžino 535 nm. Po 
meritvi smo kiveto oprali z destilirano vodo, jo osušili in pripravili naslednji vzorec. Negativno 
kontrolo smo naredili tako, da smo suspenzijo s PI prenesli med elektrode in nismo dovedli 
pulzov. Iz absolutnih vrednosti fluorescence smo ugotovili, da pri vseh dolžinah pulzov 
dosežemo zgornjo mejo fluorescence (rama), ki je tudi z dodatnim višanjem električnega polja 
ne presežemo. Na maksimalno vrednost fluorescence (pri 8 pulzih, 200 μs in 3 kV/cm) smo 
normirali vse naše eksperimentalne vrednosti, da smo dobili delež permeabiliziranih celic. 
Delež permeabiliziranih celic smo izračunali s pomočjo enačbe: 
 
𝑝 =  
𝑓 − 𝑓0
𝑓𝑚𝑎𝑘𝑠 − 𝑓0
, 
    
(2.1) 
kjer 𝑝 pomeni delež permeabiliziranih celic, 𝑓 je fluorescenca vzorca, 𝑓0 je fluorescenca 
negativne kontrole, 𝑓𝑚𝑎𝑘𝑠 pa je najvišja dosežena fluorescenca. Končno povprečno vrednost 
permeabilizacije smo dobili na podlagi najmanj štirih poskusov. Izračunali smo tudi standardno 
deviacijo. Za dovajanje pulzov smo uporabili elektroporator Cliniporator, v katerega je merjenje 
toka že vgrajeno. Značilnosti pulzov prikazuje tabela 2.5. Razlog, da ponekod uporabljamo 
Cliniporator drugje pa BetaTech, je razporeditev opreme po laboratorijih, njuni pulzi pa so 
primerljivi. 
Tabela 2.5: Značilnosti pulzov pri ugotavljanju permeabilizacije celične suspenzije. 
Število 
pulzov / - 
Ponavljalna 
frekvenca / 
Hz 
Trajanje 
pulza / μs 
Napetost / V Električno polje / 
(kV/cm) 
8 1 100 0, 60, 100, 150, 200, 
250, 300, 400, 600, 
800 
0,00; 0,30; 0,50; 
0,75; 1,00; 1,25; 
1,50; 2,00; 3,00; 4,00  
1, 2, 4, 8, 
16, 32, 64, 
128 
1 100 400 2,00 
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Slika 2.9: Slika vzporednih jeklenih elektrod, uporabljenih pri poskusih na suspenziji. 
Razdalja med notranjima robovoma elektrod je 2 mm. 
2.2.3 Merjenje preživetja celic 
Pri poskusih na suspenzijah smo preizkušali vpliv dovedenega električnega polja, dolžine in 
števila pulzov na preživetje. Uporabili smo vzporedni jekleni elektrodi, prikazani na sliki 2.9, 
kjer je bila razdalja med elektrodama 2 mm. Med elektrodi smo vnesli 100 μl celične suspenzije 
in 8 pulzov dovedli s ponavljalno frekvenco 1 Hz. Uporabili smo elektroporator BetaTech 
(BetaTech, Francija). Obliko pulzov smo opazovali z osciloskopom (LeCroy WaveSurfer 422, 
200 MHz) s tokovno sondo. Najvišja vrednost električnega polja (oziroma napetosti) je bila 
odvisna od tokovne omejitve BetaTecha in je bila pri daljših pulzih nižja. Značilnosti električnih 
pulzov prikazuje tabela 2.6. 
Tabela 2.6: Parametri električnih pulzov pri testu 24-urnega preživetja 
Število 
pulzov / - 
Ponavljalna 
frekvenca / Hz 
Trajanje 
pulza / μs 
Napetost / V Električno polje / 
(kV/cm) 
8 1 50 od 0 do 900;  
korak 100 
od 0 do 4,5; 
korak 0,5 
8 1 100 od 0 do 800, korak 100 od 0 do 4,0; 
korak 0,5 
8 1 200 od 0 do 700,  
korak 100 
od 0 do 3,5; 
korak 0,5 
1, 2, 4, 8, 
16, 32, 64, 
128 
1 100 400 2 
 
Po dovedenih električnih pulzih (10 – 30 sekund po dovedenih pulzih) smo s pipeto prenesli 
po 20 μl suspenzije v vdolbine na ploščici s 96 vdolbinami (TPP, Avstrija), najmanj tri 
vzporedne meritve za vsak parameter. V vsako vdolbino smo dodali še po 80 μl HAM-F12, 
ploščice pokrili in jih 24 ur gojili v inkubatorju na 5 % CO2 in 37 °C. Vdolbin na zunanjem robu 
nismo uporabili, vanje smo vnesli po 100 μl HAM-F12, ker je znano, da na zunanjem robu pride 
do večjega izhlapevanja medija kot na sredini ploščice, kar lahko vpliva na rast celic. 
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Po 24 urah v inkubatorju smo opravili test mitohondrijske aktivnosti MTS. 24 ur po izpostavitvi 
določenemu protokolu tako nekrotičnih kot tudi apoptotičnih celic s testom MTS ne zaznamo 
več [64]. Poleg tega se po 24 urah celice že pritrdijo in začnejo razmnoževati, torej merimo 
dolgoročno preživetje. Test MTS je metoda za določanje preživetja celic. Vsebuje spojino MTS 
tetrazolium, ki jo celice lahko reducirajo v barvno in netopno snov formazan. Te redukcije so 
sposobne le žive celice, ki so encimsko aktivne. Več kot je živih celic, več formazana nastane 
in dobimo temnejšo barvo [65]. Na sliki 2.10 lahko vidimo ploščico, kjer so posamezne vdolbine 
različno obarvane zaradi različnega števila celic v njih. V vsako vdolbino na ploščici s 96 
vdolbinami smo dodali po 20 μl reagenta MTS (Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay, Promega, ZDA) in celice 2 uri pustili na 37°C in 5 % CO2. Po dveh urah 
smo s spektrometrom Tecan Infinite M200 (Tecan, Švica) izmerili absorpcijo svetlobe pri 
valovni dolžini 490 nm. Proizvajalec priporoča, da so celice pred meritvijo spojini MTS 
izpostavljene od ene do štirih ur. Daljša kot je izpostavitev, boljše razmerje signal-šum dobimo. 
Pri nas smo že po dveh urah dobili dovolj dobre rezultate, zato smo absorpcijo merili po 
dveh urah. Preživetje smo računali kot razmerje absorpcije izpostavljenih celic in kontrole. 
Izračunali smo tudi standardno deviacijo. 
 
𝑌 =  
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
, 
    
(2.2) 
kjer Y pomeni delež preživelih celic. 
 
Slika 2.10: Ploščica s 96 vdolbinami. Slika je nastala dve uri po dodani spojini MTS 
celicam. Temnejša barva nakazuje več živih celic. 
2.3 Matematični modeli pri suspenzijah 
Na rezultate permeabilizacije celične suspenzije smo prilegali matematične modele 
permeabilizacije, opisane v uvodu (simetrična in asimetrična sigmoida ((1.1) in (1.2)), 
hiperbolični tangens (1.3), Gompertzova krivulja (1.4)). Izračunali smo optimizirane vrednosti 
parametrov matematičnih modelov in kvaliteto prileganja ovrednotili z R2. Za prileganje smo 
uporabljali Matlab (R2012b, Mathworks, ZDA).  
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Na rezultate preživetja smo prilegali matematične modele preživetja, ki so opisani v uvodu. 
Matematični modeli preživetja večinoma izhajajo s področja mikrobiologije in termičnega 
uničevanja mikrobov, zato je pri njih neodvisna spremenljivka čas, ki pomeni trajanje 
izpostavitve mikrobov visoki temperaturi. Ostali parametri (temperatura, pH, medij) so 
konstantni, spreminja se le čas izpostavitve. Pri izpostavitvi celic visoki temperaturi lahko 
potegnemo vzporednico z izpostavitvijo celic električnim pulzom. Tudi pri električnih pulzih so 
lahko dolžina pulzov, frekvenca, trajanje pulza, pH ipd. konstantni, spreminjamo jakost 
električnega polja. Zato smo namesto odvisnosti od časa izpostavitve celic uvedli odvisnost od 
električne poljske jakosti. Obliko matematičnih modelov pred spremembo in po spremembi 
neodvisne spremenljivke vidimo v tabeli 2.7. Ostali modeli (Hülshegerjeva modela ((1.10) in 
(1.13)) in Peleg-Fermijev model (1.15)) so že v originalni obliki odvisni od električne poljske 
jakosti in so bili pri analizi uporabljeni v originalni obliki. 
Matematične modele preživetja lahko uporabimo tudi v originalni obliki v odvisnosti od t 
(t = NxT). Pri tem se spreminjata ali število pulzov (n) ali njihovo trajanje (T), medtem ko so 
ostali parametri konstantni. Uporabili smo tri različne dolžine pulzov (50 μs, 100 μs in 200 μs) 
pri konstantnem številu pulzov (8) in ponavljalni frekvenci (1 Hz). Spreminjali smo tudi število 
pulzov (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128) ob konstantnem trajanju enega pulza (100 μs) in konstantni 
ponavljalni frekvenci (1 Hz) in s tem dobili drugačen NxT. Električno polje smo definirali kot 
parameter. Na naše eksperimentalne podatke preživetja smo prilegali matematične modele v 
odvisnosti od E in od NxT. 
Tabela 2.7: Oblika matematičnih modelov pred spremembo in po spremembi 
neodvisnega parametra (E namesto t). Pri originalnih modelih je neodvisna 
spremenljivka čas (t), pri nas pa električno polje (E). 
Matematični 
model 
Originalen matematični model Spremenjen matematični model2 
Kinetični 
(1.7) 
𝑌(𝑡) = 𝑒−𝑘𝑡 𝑌(𝐸) = 𝑒−𝑘𝐸 (2.3) 
Kinetični 
(1.8) 
𝑌(𝑡) =  𝑒−
𝑡
𝐷 𝑌(𝐸) =  𝑒−
𝐸
𝐷 
(2.4) 
Bifazni 
(1.14) 
𝑌(𝑡) = 𝑓𝑒−𝑘1𝑡 + (1 − 𝑓)𝑒−𝑘2𝑡 𝑌(𝐸) = 𝑓𝑒−𝑘1𝐸 + (1 − 𝑓)𝑒−𝑘2𝐸 (2.5) 
Weibull 
(1.19) 
𝑌(𝑡) =  𝑒−(
𝑡
𝑏
)𝑛
 𝑌(𝐸) =  𝑒−(
𝐸
𝑏
)𝑛
 
(2.6) 
Logistični 
(1.20) 𝑌(𝑡) =  10
𝛼+
𝜔−𝛼
1+𝑒
4𝜎(𝜏−log10(𝑡))
𝜔−𝛼  𝑌(𝐸) =  10
𝛼+
𝜔−𝛼
1+𝑒
4𝜎(𝜏−E)
𝜔−𝛼  
(2.7) 
Prilagojen 
Gompertz 
(1.22) 
𝑌(𝑡) =  𝑒𝐴𝑒
−𝑒(𝐵0+𝐵1𝑡)−𝐴𝑒−𝑒
𝐵0
 𝑌(𝐸) =  𝑒𝐴𝑒
−𝑒(𝐵0+𝐵1𝐸)−𝐴𝑒−𝑒
𝐵0
 
(2.8) 
                                               
2 Parametri, uporabljeni v spremenjenih matematičnih modelih, imajo enak pomen kot v originalnih 
matematičnih modelih. 
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Geeraerd 
(1.25) 
𝑌(𝑡) = (𝑌0 − 𝑁𝑟𝑒𝑠)𝑒
−𝑘𝑡 + 𝑁𝑟𝑒𝑠  𝑌(𝐸) = (𝑌0 −  𝑁𝑟𝑒𝑠)𝑒
−𝑘𝐸 + 𝑁𝑟𝑒𝑠 (2.9) 
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3 Rezultati 
3.1 Permeabilizacija in matematično modeliranje pri pritrjeni plasti celic 
Najprej smo določili povprečen delež permeabiliziranih celic, izpostavljenih homogenemu 
električnemu polju, in standardno deviacijo. Na te rezultate smo prilegali matematične modele 
permeabilizacije in pri tem ugotovili pomemben vpliv gostote plasti celic. Analizo smo 
nadaljevali z modelom z najvišjim R2 ter s pomočjo optimiziranega matematičnega modela 
napovedali delež permeabiliziranih celic v nehomogenem električnem polju. Predvideni delež 
permeabiliziranih celic smo primerjali z eksperimentalno določenim. 
3.1.1 Permeabilizacija celic v homogenem električnem polju 
Slika 3.1 prikazuje eksperimentalno določene deleže permeabiliziranih celic v homogenem 
električnem polju. Rezultate smo razvrstili v tri skupine glede na število preštetih celic na fazno-
kontrastni mikroskopski sliki. Skupine so bile naslednje: do 300 celic na sliko, od 300 do 600 
celic na sliko in nad 600 celic na sliko. Vsakega od štirih matematičnih modelov, predlaganih 
v uvodu, smo prilegali na vse eksperimentalne vrednosti različnih gostot. Za vsak model in za 
vsako gostoto smo izračunali optimizirane vrednosti parametrov in ovrednotili kvaliteto 
prileganja z R2. Rezultate vidimo v tabeli 3.1. 
.  
Slika 3.1: Delež permeabiliziranih celic v plasti pri izpostavitvi homogenemu 
električnemu polju, 1 pulzu dolžine 1 ms, s ponavljalno frekvenco 1 Hz. Krožec pomeni 
povprečno eksperimentalno vrednost, črtice nad in pod krožci pa označujejo 
standardno deviacijo. 
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Tabela 3.1 Optimizirani parametri in R2 pri prileganju matematičnih modelov 
permeabilizacije na rezultate permeabilizacije pritrjene plasti celic. 
Matematični 
model 
Parametri in R2 < 300 celic na 
sliko 
300-600 
celic/sliko 
> 600 celic na 
sliko 
Simetrična 
sigmoida (1.1) 
E50% 0,6590 0,6879 0,9231 
b 0,1090 0,1242 0,2353 
R2 0,9920 0,9900 0,9640 
Asimetrična 
sigmoida3 (1.2) 
Ec 0,5869 0,6061 1,0570 
v 5,0x10-8 2,0x10-8 2,5570 
b 0,1529 0,1772 0,1494 
R2 0,997 0,998 0,9650 
Hiperbolični 
tangens (1.3) 
E50% 0,6590 0,6879 0,9231 
B 4,5870 4,0270 2,1250 
R2 0,9920 0,9900 0,9640 
Gompertzova 
krivulja (1.4) 
Ec 0,5869 0,6061 0,7567 
b 0,1529 0,1772 0,3430 
R2 0,9970 0,9980 0,9580 
 
Pri vseh matematičnih modelih in gostotah celic smo dobili zelo dobra prileganja, R2 je bil 
najmanj 0,964. Vidimo lahko, da ima gostota pomemben vpliv, saj so vrednosti optimiziranih 
parametrov različne pri različnih gostotah. Za prikaz vpliva gostote smo izbrali Gompertzovo 
krivuljo (1.4), saj nudi pri vseh gostotah najboljše prileganje (najmanj 0,997). Vidimo, da se vse 
krivulje začnejo vzpenjati pri približno isti vrednosti (0,4 kV/cm), najvišjo vrednost (zgornjo 
asimptoto) pa dosežejo pri različnih E (1,2 kV/cm ali več), kar prikazuje slika 3.2. Pri E < 
0,4 kV/cm permeabilizacije nismo zaznali. V sredinskem delu matematičnih modelov (med 
spodnjo in zgornjo asimptoto) imajo matematični modeli različne naklone. Pri nižji gostoti celic 
so matematični model bolj strmi. Spremembo v naklonu prikazuje slika 3.2, kjer je na 
eksperimentalne vrednosti permeabilizacije pri različnih gostotah prilegana Gompertzova 
krivulja. 
Za nadaljnjo analizo smo izbrali gostoto od 300 do 600 celic na sliko. Pri poskusih v 
nehomogenem polju je bila gostota celic ponekod višja od te vrednosti, ponekod nižja, v 
povprečju pa je bila od 300 do 600 celic na sliko. Zato smo gostoto od 300 do 600 celic na 
sliko izbrali kot približek za gostoto celic pri poskusih v nehomogenem polju.  
Slika 3.3 prikazuje vpliv izbire matematičnega modela na prileganje. Na prvi pogled se zdi, da 
sta prikazana le dva različna modela, saj se hiperbolični tangens in simetrična sigmoida 
popolnoma prekrivata, kakor se tudi Gompertzova krivulja in asimetrična sigmoida. V tabeli 3.1 
lahko vidimo, da sta glede na R2 najboljši Gompertzova krivulja in asimetrična sigmoida. 
                                               
3 Pri gostoti pod 300 celic na sliko in pri 300 do 600 celic na sliko je pri parametru v dosežena spodnja 
meja, ki je bila določena pri optimizaciji. 
32 
 
Čeprav obe nudita enako dobro prileganje, smo za nadaljnjo analizo izbrali Gompertzovo 
krivuljo. 
 
Slika 3.2: Eksperimentalno določeni deleži permeabiliziranih celic (krožci) in na 
rezultate prilegana Gompertzova krivulja (črte). Celice so bile izpostavljene 
homogenemu električnemu polju, 1 pulzu dolžine 1 ms, s ponavljalno frekvenco 1 Hz. 
 
Slika 3.3: Simetrična sigmoida (1.1), asimetrična sigmoida (1.2), hiperbolični tangens 
(1.3) in Gompertzova krivulja (1.4), prilegani na eksperimentalne podatke 
permeabilizacije plasti celic pri gostoti od 300 do 600 celic na sliko. 
3.1.2 Permeabilizacija celic v nehomogenem električnem polju 
Numerično izračunano električno polje okoli igelnih elektrod smo kombinirali z optimiziranimi 
matematičnimi modeli, ki smo jih dobili s prileganjem modelov permeabilizacije na 
eksperimentalne deleže permeabiliziranih celic v homogenem električnem polju pri gostoti od 
300 do 600 celic na sliko. Numerično izračunano električno polje (slika 2.5) smo spremenili v 
predvideni delež permeabiliziranih celic (slika 3.4). V optimizirane matematične modele, ki 
predvidevajo delež permeabiliziranih celic v homogenem električnem polju, smo vstavili 
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numerično izračunano nehomogeno E. Na sliki 3.5 vidimo predvidene in eksperimentalno 
določene deleže permeabiliziranih celic. Krožci so eksperimentalno določene vrednosti, stolpci 
pa so predvidene vrednosti, saj zaradi nehomogenega električnega polja ne moremo določiti 
točne vrednosti, temveč lahko določimo območje, kjer naj bi se deleži permeabilizacije 
nahajali. Slika 3.2 prikazuje vpliv gostote pritrjene plasti celic, slika 3.3 pa vpliv izbranega 
matematičnega modela na delež permeabiliziranih celic v homogenem električnem polju. 
Slika 3.5 je kombinacija prikaza vpliva izbranega matematičnega modela in gostote plasti celic 
na predvideni delež permeabiliziranih celic v nehomogenem električnem polju. Kombinira 
ustrezno gostoto (od 300 do 600 celic) in najboljše prilegan matematičen model (Gompertzova 
krivulja (1.4)). Ustrezna gostota je tista, ki je enaka gostoti celic v nehomogenem električnem 
polju. 
S spremembo matematičnega modela je razlika v predvidenih deležih zanemarljiva. To lahko 
vidimo, če primerjamo črne stolpce (Gompertzova krivulja, 300 do 600 celic na sliko) in temno 
sive stolpce (simetrična sigmoida, od 300 do 600 celic na sliko) na sliki 3.5. Predvideni deleži 
permeabiliziranih celic obeh modelov so skoraj enaki. Razlika je največ 4 % pri nizkih E. Če 
črne in temno sive stolpce primerjamo s svetlo sivimi stolpci, ki predstavljajo gostejšo plast 
(Gompertzova krivuljam več kot 600 celic na sliko), lahko vidimo, da so pri Gompertzovi krivulji 
in več kot 600 celicah na sliko predvideni deleži opazno drugačni tako pri nizkih kot tudi pri 
visokih E. Naredili smo tudi druge kombinacije gostote in matematičnega modela, kar vidimo 
v tabeli 3.1, slika 3.5 pa prikazuje le te tri kombinacije (Gompertzova krivulja, od 300 do 600 in 
nad 600 celic na sliko ter simetrična sigmoida, od 300 do 600 celic na sliko), da je poudarjen 
majhen vpliv izbire matematičnega modela in velik vpliv gostote plasti celic. Namesto 
simetrične sigmoide bi lahko prikazali tudi hiperbolični tangens, s katerim smo dobili enake 
rezultate. 
 
Slika 3.4: Predvideni delež permeabiliziranih celic (p) okoli igelnih elektrod v 
nehomogenem električnem polju pri 120 V. Predvidevanje je narejeno s pomočjo 
Gompertzove krivulje (1.4) na podlagi gostote od 300 do 600 celic na sliko. 
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Slika 3.5: Predvideni in empirično določeni deleži permeabiliziranih celic. Krožci 
označujejo eksperimentalne vrednosti, črtice nad in pod krožci označujejo standardno 
deviacijo. Stolpci pomenijo predvidena območja permeabilizacije. Za prikaz vpliva 
gostote sta bili izbrani gostoti od 300 do 600 celic na sliko in nad 600 celic na sliko, 
obe z Gompertzovo krivuljo (1.4). Za prikaz vpliva izbranega matematičnega modela 
smo pri konstantni gostoti (od 300 do 600 celic na sliko) izbrali Gompertzovo krivuljo 
in simetrično sigmoido (1.1). Namesto Gompertzove krivulje bi lahko izbrali tudi 
asimetrično sigmoido (1.2), namesto simetrične sigmoide bi lahko izbrali tudi 
hiperbolični tangens (1.3). 
3.2 Permeabilizacija celic v suspenziji in prileganje matematičnih 
modelov 
Permeabilizacijo smo ugotavljali tudi na celični suspenziji, kjer smo spreminjali število (od 0 do 
128) in dolžino (50 μs, 100 μs ali 200 μs) dovedenih pulzov. Na celični suspenziji je namreč 
lažje narediti več poskusov, saj obstajajo metode za avtomatsko merjenje fluorescence in s 
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tem permeabilizacije, torej ni zamudnega ročnega štetja celic. Na eksperimentalne rezultate 
smo prilegali matematične modele permeabilizacije. Uporaba različnih parametrov električnih 
pulzov nam je omogočala, da smo proučili spremembe parametrov matematičnih modelov 
permeabilizacije in poiskali morebitni biološko-fizikalni pomen parametrov modelov. Obenem 
smo tudi primerjali, če so za suspenzije in pritrjeno plast primerni isti matematični modeli. 
Slika 3.6a prikazuje deleže permeabiliziranih celic pri spreminjanju električnega polja za tri 
uporabljene dolžine pulzov. Vidimo lahko, da mora biti preseženo neko minimalno električno 
polje, da pride do permeabilizacije. Šele pri 0,75 kV/cm lahko opazimo, da je pri 50 μs in 100 μs 
pulzih permeabiliziranih približno 10 % celic. Pri 200 μs pulzih lahko minimalno 
permeabilizacijo zaznamo že pri 0,5 kV/cm, ampak znaša manj kot 10 %. Med 0,75 kV/cm in 
1,00 kV/cm pride do relativno visokega povečanja permeabilizacije za približno 30 % pri 50 μs 
in 100 μs pulzih, pri 200 μs pulzih pa pridemo s 30 % na 70 %, torej je sprememba veliko večja 
kot pri krajših pulzih. Končno vrednost permeabilizacije pri 100 μs in 200 μs pulzih dosežemo 
pri 1,5 kV/cm, pri 50 μs pulzih pa pri 2,0 kV/cm. 200 μs pulzi so do 4 kV/cm povzročili višjo 
končno raven permeabilizacije kot krajši pulzi, pri 4 kV/cm je bila raven permeabilizacije 100 μs 
in 200 μs pulzov primerljiva. Pri 50 μs in 100 μs pulzih razlika v permeabilizaciji ni bila tako 
očitna, 100 μs pulzi so sicer pri vseh E povzročili malo višjo permeabilizacijo. Pri vseh dolžinah 
dosežemo končno vrednost permeabilizacije nad 90 %, od vključno 2,0 kV/cm pa se raven 
permeabilizacije ne spreminja več bistveno. Slika 3.6b prikazuje deleže permeabiliziranih celic 
pri spreminjanju števila pulzov pri 2,0 kV/cm. Pri spreminjanju števila pulzov zelo hitro 
dosežemo končno raven permeabilizacije, tj. 80 %. Že pri 4 dovedenih pulzih dosežemo skoraj 
končno vrednost permeabilizacije. Le-ta ostaja približno enaka do 128 dovedenih pulzov, kjer 
pa upade na 50 %, kar je posledica težjega detektiranja celic z uničeno membrano.  
  
Slika 3.6: Delež permeabiliziranih celic v suspenziji gostote 5x106 celic/ml. Izmerjeno 
na spektrofluorometru z uporabo propidijevega jodida. a – Spreminjali smo električno 
polje pri različnih dolžinah pulzov. Dovedenih je bilo 8 pulzov dolžine 50 μs , 100 μs in 
200 μs s ponavljalno frekvenco 1 Hz. b – Spreminjali smo število pulzov (0, 1, 2, 4, 8, 
16, 32, 64, 128). Dovedeni pulzi so bili dolžine 100 μs, ponavljalne frekvence 1 Hz in 
električne poljske jakosti 2,0 kV/cm. 
Na eksperimentalne podatke deleža permeabiliziranih celic smo prilegali matematične modele 
permeabilizacije (simetrično sigmoido (1.1), asimetrično sigmoido (1.2), hiperbolični tangens 
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(1.3) in Gompertzovo krivuljo (1.4)). Tabela 3.2 prikazuje izračunane optimizirane parametre 
pri prileganju matematičnih modelov na rezultate permeabilizacije suspenzije celic pri 
spreminjanju električnega polja za različne dolžine pulzov. Na sliki 3.7 vidimo eksperimentalne 
rezultate permeabilizacije celic pri 200 μs pulzih in na te rezultate prilegane vse štiri 
matematične modele permeabilizacije (simetrično in asimetrično sigmoido, hiperbolični 
tangens in Gompertzovo krivuljo). 
Pri simetrični sigmoidi parameter E50% pomeni električno polje, kjer je 50 % celic 
permeabiliziranih. Z daljšanjem električnih pulzov je E50% nižji (tabela 3.2), kar pomeni, da z 
daljšimi pulzi 50 % celic permeabiliziramo pri nižjem električnem polju. Parameter b pomeni 
širino krivulje (hitrost prehoda iz nepermeabiliziranega v permeabilizirano stanje). Z daljšanjem 
pulzov vrednost parametra b upada, kar pomeni, da z daljšimi pulzi celice hitreje 
permeabiliziramo oziroma za to potrebujemo nižje električno polje, kar je skladno s podatki iz 
literature [66]. Simetrična sigmoida pri daljših pulzih nudi boljše prileganje (R2 = 0,95), pri 
krajšanju pulzov pa R2 upada. V primerjavi s suspenzijo pri pritrjeni plasti celic dobimo še nižji 
E50%, torej so celice permeabilizirane še pri nižjem električnem polju. Prav tako ima nižjo 
vrednost tudi b, kar prav tako kaže na hitrejšo permeabilizacijo. 
Pri asimetrični sigmoidi pri parametru Ec opazimo enak pojav kot pri simetrični sigmoidi in 
parametru E50% – z daljšanjem električnih pulzov vrednost parametra Ec  upada. Parameter Ec 
ima podoben pomen kot parameter E50% pri simetrični sigmoidi, tj. električno polje, potrebno za 
permeabilizacijo nekega deleža celic, le da se tu ne gre več za točno 50 %, saj je matematični 
model asimetričen. Tudi parameter b se z daljšanjem pulzov manjša. Parameter v je pri vseh 
dolžinah pulzov na spodnji meji, ki je bila določena zaradi definiranosti korena. Pri vseh 
dolžinah pulzov je R2 asimetrične sigmoide višji od R2 simetrične sigmoide. Pri pritrjeni plasti 
celic je parameter Ec nižji kot pri suspenzijah, kar pomeni, da se celice lažje permeabilizirajo. 
Parameter b ima tudi nižjo vrednost kot jo ima pri suspenzijah. Parameter v je tudi pri plasti 
celic obstal na spodnji meji in ima vrednost blizu 1. 
Hiperbolični tangens ima vrednosti parametra E50% enake kot simetrična sigmoida, prav tako 
so enake vrednosti R2. Za E50% tudi pri hiperboličnem tangensu velja, da je višji pri krajših 
pulzih. Parameter B, ki pomeni hitrost prehoda iz nepermeabiliziranega v permeabilizirano 
stanje, z daljšanjem pulzov upada. Tudi to je v skladu s predpostavko, da pri daljših pulzih 
celice permeabiliziramo pri nižjih vrednostih električnega polja. Pri pritrjeni plasti celic je pomen 
parametra E50% enak pri simetrični sigmoidi in pri hiperboličnem tangensu. Vrednost parametra 
B pa je v primerjavi s suspenzijo višja, torej celice preidejo v permeabilizirano stanje hitreje. 
Z Gompertzovo krivuljo dobimo enako dobro prileganje kot z asimetrično sigmoido, ampak za 
to potrebujemo en parameter manj. Parameter Ec tudi tu tako kot pri asimetrični sigmoidi upada 
z daljšanjem pulzov, kar pomeni, da enak delež celic permeabiliziramo pri nižjih vrednostih 
električnega polja. Parameter B označuje hitrost prehoda iz nepermeabiliziranega v 
permeabilizirano stanje enako kot pri ostalih matematičnih modelih permeabilizacije in tudi tu 
z daljšanjem pulzov upada. Pri pritrjeni plasti celic dobimo hitrejši prehod iz 
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nepermeabiliziranega v permeabilizirano stanje kot pri kateri koli uporabljeni dolžini pulzov na 
suspenziji, za permeabilizacijo potrebujemo nižje E. 
Tabela 3.2: Izračunani parametri matematičnih modelov in R2 pri prileganju 
matematičnih modelov na rezultate permeabilizacije celične suspenzije (od tretjega do 
petega stolpca). V šestem stolpcu so za primerjavo prikazani rezultati prileganja 
modelov na rezultate permeabilizacije pritrjene plasti celic pri gostoti od 300 do 600 
celic na sliko. 
Matematični 
model 
Parametri in 
R2 
50 μs 100 μs 200 μs 300-600 
celic/sliko 
Simetrična 
sigmoida 
E50% 1,2620 1,2190 0,9230 0,6879 
b 0,3365 0,2931 0,2151 0,1242 
R2 0,8819 0,9231 0,9503 0,9900 
Asimetrična 
sigmoida4 
Ec 1,0480 1,0280 0,7846 0,6061 
b 0,5554 0,4760 0,3255 0,1772 
v 1,836x10-7 2,790x10-7 1,276x10-8 2,0x10-8 
R2 0,9055 0,9463 0,9663 0,9980 
Hiperbolični 
tangens 
E50% 1,2620 1,2190 0,9229 0,6879 
B 1,486 1,7050 2,3260 4,0270 
R2 0,8819 0,9253 0,9502 0,9900 
Gompertzova 
krivulja 
Ec 1,0480 1,0280 0,7848 0,6061 
B 0,5541 0,4758 0,3256 0,1772 
R2 0,9055 0,9463 0,9663 0,9980 
 
  
                                               
4 Vrednost parametra v je zelo blizu 0, kar je bila tudi spodnja meja, nastavljena pri postopku 
optimizacije. Parameter v se torej nahaja na spodnji meji. 
38 
 
 
Slika 3.7: Simetrična sigmoida (1.1), asimetrična sigmoida (1.2), hiperbolični tangens 
(1.3) in Gompertzova krivulja (1.4), prilegani na eksperimentalne podatke 
permeabilizacije celične suspenzije pri 8 pulzih trajanja 200 μs in ponavljalni frekvenci 
1Hz. 
3.3 Preživetje celic v suspenziji in prileganje matematičnih modelov 
Ugotavljali smo preživetje celic v suspenziji 24 ur po dovedenih pulzih. Slika 3.8a prikazuje 
eksperimentalno dobljeno povprečno vrednost deleža preživelih celic pri spreminjanju 
električnega polja za različne dolžine pulzov. Slika 3.8b prikazuje odvisnost deleža preživelih 
celic od zmnožka dolžine pulzov (100 μs) in njihovega števila (od 0 do 128) pri 2,0 kV/cm. 
Pri višanju električnega polja preživetje celic upada. Najhitreje upada pri 200 μs pulzih, 
najpočasneje pa pri 50 μs pulzih. Pri 50 μs pulzih začne preživetje upadati šele po 1,0 kV/cm, 
pri 100 μs in 200 μs pulzih pa je pri 1,0 kV/cm preživetje že za okoli 10 % nižje. Povsod se 
nakazuje končna vrednost preživetja okoli 20 %, kar dosežemo najprej z 200 μs pulzi (pri 
3,5 kV/cm), nato s 100 μs pulzi (pri 4,0 kV/cm), s 50 μs pulzi pa zaradi tokovne omejitve 
elektroporatorja te vrednosti ne dosežemo. Zanimivo je, da je pri preživetju v nasprotju s 
permeabilizacijo celične suspenzije (slika 3.6a) razlika med 50 μs in 100 μs pulzi veliko bolj 
opazna. 100 μs pulzi in 200 μs pulzi do 2,0 kV/cm povzročijo približno enako preživetje, nato 
pa začne preživetje pri 200 μs pulzih bolj strmo upadati. Končna vrednost deleža preživelih 
celic je relativno visoka, saj je pri vseh eksperimentalnih pogojih nad 10 %. 
Za boljšo preglednost slika 3.9a združuje rezultate permeabilizacije in preživetja za 50 μs 
pulze, slika 3.9b za 100 μs pulze in slika 3.9c za 200 μs pulze. Vidimo lahko, da sta kombinacija 
najvišjega preživetja in najvišje permeabilizacije (oboje med 70 % in 80 %) pri 50 μs pulzih pri 
2,0 kV/cm, pri 100 μs pri 1,5 kV/cm in pri 200 μs pulzih pri približno 1,2 kV/cm. Na rezultate 
preživetja smo prilegali matematične modele preživetja. Optimalne vrednosti parametrov 
matematičnih modelov preživetja v odvisnosti od E in R2 prikazuje tabela 3.3. 
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Slika 3.8: Eksperimentalni podatki 24-urnega preživetja celic, ovrednotenega s testom 
MTS. Krožec pomeni povprečno eksperimentalno vrednost, vertikalna črtica nad oz. 
pod povprečno vrednostjo označuje eno standardno deviacijo. a – 8 pulzov, 
ponavljalna frekvenca 1 Hz, trajanje pulzov 50  μs, 100  μs ali 200 μs. b – Različno 
število pulzov (od 0 do 128), ponavljalna frekvenca 1 Hz in električno polje 2,5 kV/cm. 
Na osi x je nanešen produkt števila pulzov in njihovega trajanja (100 μs). c – Delež 
preživelih celic pri spreminjanju produkta števila pulzov (8) in njihovega trajanja 
(50 μs, 100 μs ali 200 μs). Na osi x je nanešen produkt števila pulzov in njihovega 
trajanja, na osi y je delež preživelih celic, parameter je električno polje. 
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Slika 3.9: Deleža permeabiliziranih in preživelih celic pri celični suspenziji, 8 pulzov, 
ponavljalna frekvenca 1 Hz. a – Trajanje 50 μs. b – Trajanje 100 μs. c – Trajanje 200 μs. 
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Tabela 3.3: Numerično izračunani parametri in R2 vrednost matematičnih modelov 
preživetja v odvisnosti od električnega polja za vse tri dolžine pulzov (50 μs, 100 μs, 
200 μs) pri stalnem številu pulzov (8) in ponavljalni frekvenci (1 Hz). 
Matematični 
model 
Parametri in R2 50 μs 100 μs 200 μs 
Kinetični model 
prvega reda (2.3) 
k 0,1891 0,3326 0,3783 
R2 0,8218 0,9299 0,8742 
Kinetični model 
prvega reda (2.4) 
D 5,2870 3,007 2,644 
R2 0,8218 0,9299 0,8742 
Hülshegerjev 
model 1 (1.10) 
be 0,2399 0,3778 0,4441 
Ec 0,5853 0,2626 0,2939 
R2 0,8900 0,9544 0,9121 
Hülshegerjev 
model 3 (1.13) 
tc 7,703 6,030 5,938 
Ec 0,5854 0,2626 0,2938 
k 16,460 12,940 12,600 
R2 0,8900 0,9544 0,9121 
Bifazni model 
(2.5) 
f 0,0423 0,6333 0,2350 
k1 0,1891 0,3325 0,3783 
k2 0,1891 0,3326 0,3783 
R2 0,8218 0,9299 0,8742 
Peleg-Fermijev 
model (1.15) 
Ec 3,3770 2,3170 2,022 
k 0,9090 0,8651 0,6303 
R2 0,9722 0,9684 0,9656 
Weibullov model 
(2.6) 
b 3,9190 2,774 2,3780 
n 2,2810 1,615 2,9560 
R2 0,9870 0,9935 0,9840 
Logistični model 
(2.7) 
α 0,0256 0,0403 0,0176 
ω –0,7261 –0,7737 –0,7362 
σ –0,2199 –0,2555 –0,4173 
τ 3,4820 2,387 2,0050 
R2 0,9904 0,9965 0,9981 
Prirejen 
Gompertzov 
model (2.8) 
A –2,4450 –2,1800 –1,988 
B0 1,9870 1,6430 2,1980 
B1 –0,5388 –0,7162 –1,1610 
R2 0,9886 0,9942 0,9990 
Geeraerdov 
model5 (2.9) 
Nres 6,84x10-11 2,22x10-14 2,22x10-14 
Y0 1,0000 1,0000 1,0000 
k 0,1891 0,3326 0,3783 
R2 0,8218 0,9299 0,8742 
                                               
5 Koeficient Y0 ima vrednost 1,000, kar je bila tudi zgornja meja, nastavljena pri postopku optimizacije. 
Optimizacija koeficienta Y0 se je torej ustavila na zgornji meji. 
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V nadaljevanju so prikazane slike matematičnih modelov, prileganih na podatke pri 50 μs, 100 
μs in 200 μs pulzih. Zaradi preglednosti so posebej prikazani eksponentni (kinetična modela 
prvega reda ((2.3) in (2.4)), oba Hülshegerjeva modela ((1.10) in (1.13)), bifazni model (2.5) in 
Geeraerdov model (2.9)) za 50 μs pulze (slika 3.10a), 100 μs pulze (slika 3.11a) in za 200 μs 
pulze (slika 3.12a), na svojih grafih pa neeksponentni modeli (Peleg-Fermijev (1.4), Weibullov 
(2.6), logistični (2.7), Gompertzov (2.8)) za 50 μs pulze (slika 3.10b), 100 μs pulze (slika 3.11b) 
in za 200 μs pulze (slika 3.12b). 
  
Slika 3.10: Na podatke preživetja pri pulzih dolžine 50 μs prilegani modeli preživetja. 
Krožci označujejo eksperimentalne vrednosti, črtice nad krožci pa standardno 
deviacijo. a – Eksponentni modeli preživetja, b – neeksponentni modeli preživetja. 
  
Slika 3.11: Na podatke preživetja pri pulzih dolžine 100 μs prilegani modeli preživetja. 
Krožci označujejo eksperimentalne vrednosti, črtice nad krožci pa standardno 
deviacijo. a – Eksponentni modeli preživetja. b – neeksponentni modeli preživetja. 
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Slika 3.12: Na podatke preživetja pri pulzih dolžine 200 μs prilegani modeli preživetja. 
Krožci označujejo eksperimentalne vrednosti, črtice nad krožci pa standardno 
deviacijo. a – Eksponentni modeli preživetja, b – neeksponentni modeli preživetja. 
Če primerjamo sliko 3.10 a in 3.10 b lahko že na prvi pogled vidimo, da se neeksponentni 
modeli veliko boljše prilegajo eksperimentalnim podatkom, kar potrjujejo tudi vrednosti R2 v 
tabeli 3.3. 
Kinetični model prvega reda ((2.3) in (2.4)), ki ga raziskovalci že od nekdaj prilegajo na podatke 
preživetja, nudi pri vseh treh dolžinah pulzov najslabši R2 - in sicer je od 0,82 do 0,92. Enako 
nizke vrednosti R2 imata pri vseh dolžinah pulzov še bifazni model (2.5) in Geeraerdov model 
(2.9). Vidimo lahko, da gre pri kinetičnih modelih prvega reda ((2.3) in (2.4)) za isti model, kjer 
je 𝑘 =
1
𝐷
. To pomeni, da je decimalno redukcijski čas enak obratni vrednosti hitrosti inaktivacije 
celic, kar velja za vse tri dolžine pulzov. 
Pri bifaznem modelu (2.5) lahko opazimo, da sta oba parametra k1 in k2 enaka pri vseh treh 
dolžinah pulzov. To pomeni, da je parameter f nepomemben in se po preurejanju 
matematičnega modela odšteje. S tem se bifazni matematični model poenostavi v 𝑦(𝐸) =
𝑒−𝑘𝐸, kjer je uporabljen samo en parameter k namesto k1 in k2, ki sta enaka. S tem model 
preide na obliko prilagojenega kinetičnega modela prvega reda (2.3).  
Podobno podvajanje lahko ugotovimo tudi pri Geeraerdovem modelu (2.9). Y0 in Nres morata 
imeti oba vrednosti med 0 in 1, saj delamo z deleži. Ko pri prileganju matematičnih modelov 
tako določimo meje parametrov, dobimo pri vseh trajanjih pulzov Nres = 0 (oziroma neka zelo 
majhna številka) in Y0 = 1. S tem se tudi ta model preoblikuje v kinetični model prvega reda 
𝑦(𝐸) = 𝑒−𝑘𝐸. To pomeni, da lahko v našem primeru oba kinetična modela prvega reda ((2.3) 
in (2.4)), bifazni model (2.5) in Geeraerdov model (2.9) obravnavamo kot en sam model. 
Pri Hülshegerju matematičnega modela nismo spreminjali in smo za modeliranje odvisnosti od 
električnega polja uporabili kar obe originalni obliki ((1.10) in (1.13)). V prvi je neodvisna 
spremenljivka samo električno polje (1.10), v drugi pa tudi čas izpostavitve električnim pulzom, 
ki je definiran kot t = NxT (1.13). na slikah 3.10a, 3.11a in 3.12a lahko vidimo, da oba 
Hülshegerjeva modela ((1.10) in (1.13)) sovpadata. V (1.13) z enim dodatnim parametrom nič 
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ne pridobimo, kvaliteta prileganja je enaka. V (1.10) je parameter be regresijski koeficient, ki 
označuje naklon matematičnega modela – večji be pomeni tudi večji naklon. Z daljšimi pulzi be 
narašča, kar je skladno s tem, da je pri daljših pulzih upad deleža preživelih celic večji. Pri 
parametru Ec tak trend ni opazen. Najmanjšo vrednost ima pri 100 μs (0,2626), največjo pa pri 
200 μs (0,4441). Pri drugem Hülshegerjevem modelu (1.13) ima Ec enake vrednosti kot v 
(1.10). V (1.13) je parameter tc pri daljših pulzih manjši. Parameter k je odvisen od tipa 
mikroorganizma, v našem primeru pa z daljšimi pulzi njegova vrednost upada. 
Z Weibullovim modelom (2.6) sicer dobimo zelo dobro prileganje, njegova slabost pa je, da 
biološki pomen njegovih parametrov še ni bil dokončno ugotovljen [48]. Pri nas so bili 
eksperimentalni podatki za različne dolžine pulzov sigmoidni (v linearni skali). Posledično je 
bil parameter n pri vseh dolžinah pulzov višji od 1. Najvišji je bil pri 200 μs pulzih (2,956), 
najnižji pa pri 100 μs pulzih (1,615). S parametrom b določamo strmino krivulje oz. začetek 
spodnje asimptote, rečemo mu tudi parameter skaliranja. Večji kot je b, položnejša je krivulja. 
Pri nas je bil b največji pri 50 μs pulzih (3,919), najmanjši pa pri 200 μs pulzih (2,378). To je 
pričakovano, saj je odmiranje celic v odvisnosti od električnega polja hitrejše pri daljših pulzih. 
Za parameter b bi lahko rekli, da ima določen pomen, saj je povezan z dolžino pulzov. Za 
parameter n podobne povezave nismo našli. 
Pri logističnem modelu imajo vsi parametri določeno biološko-fizikalno podlago. Parameter ω 
ima vrednost desetiškega logaritma spodnje asimptote. Pri vseh treh dolžinah pulzov je 
najnižje preživetje približno 20 %, kar pomeni, da bi vrednost ω morala biti približno –0,7. To 
je v skladu z dobljenimi rezultati, saj je ω od –0,7737 pri 100 μs pulzih do –0,7261 pri 50 μs 
pulzih. Parameter τ označuje položaj največjega naklona krivulje. Pri nas to pomeni vrednost 
električnega polja, kjer preživetje celic najhitreje upada. Najnižja vrednost bi morala biti pri 200 
μs pulzih, saj tam celice najhitreje odmirajo, najvišja vrednost pa bi morala biti pri 50 μs pulzih, 
kjer potrebujemo višji E za enak učinek kot pri daljših pulzih. Naši rezultati se s temi 
predpostavkami ujemajo. Najnižja vrednost je pri 200 μs pulzih in znaša 2,005. Najvišja 
vrednost je pri 50 μs pulzih in znaša 3,482. Pri teh vrednostih električnega polja je pri vseh 
dolžinah pulzov preživetje približno 40 %. σ določa največji naklon krivulje, torej hitrost smrti 
celic. Ker logistični model opisuje odvisnost od desetiškega logaritma deleža preživelih celic, 
bi σ lahko izračunali tako: 𝜎 =
∆𝑦
∆𝑥
=
∆log10(𝑝)
∆𝐸
, kjer p pomeni delež preživelih celic, E električno 
polje, Δ pa označuje spremembo. Pričakujemo, da je največji naklon pri 200 μs pulzih, 
najmanjši pa pri 50 μs pulzih, kjer se število celic v odvisnosti od E najhitreje manjša. Ker se 
število celic zmanjšuje, je σ negativna. Hitrost inaktivacije pa določa absolutna vrednost 
parametra σ. Po pričakovanju je absolutna vrednost najnižja pri 50 μs pulzih (–0,2199) in 
najvišja pri 200 μs pulzih (–0,4173). 
Prirejen Gompertzov model (2.8) omogoča zelo dobro prileganje, R2 je bil pri vseh treh trajanjih 
pulzov najmanj 0,988. Parameter A pomeni spremembo logaritmov deležev celic. Ker je pri 
nas začetna vrednost 1 (100 %), logaritem tega pa je 0, lahko parameter A približno 
izračunamo kot logaritem spodnje asimptote. Pri nas so spodnje asimptote približno 20 %, 
logaritem tega je –1,6. Dobimo srednje dobro ujemanje, saj je vrednost parametra A pri nas 
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od –2,4 do –1,9. Parameter B0 pomeni dolžino zgornje asimptote oz. ramo. Vrednost 1 pomeni, 
da rame ni, z višjimi vrednostmi B0 pa se daljša tudi rama. Pri nas bi morala biti najdaljša rama 
pri 50 μs pulzih, najkrajša pa pri 200 μs pulzih. Tako pri 100 μs pulzih kot tudi pri 200 μs pulzih 
se je učinek električnega polja na preživetje poznal šele pri 1,0 kV/cm, pri 50 μs pulzih pa šele 
pri 1,5 kV/cm. Vendar zaradi postopka optimizacije, ki je naravnan tako, da se zmanjšuje R2, 
najvišjo vrednost B0 dobimo pri 200 μs pulzih. Parameter B1 pomeni hitrost smrti celic. Najvišji 
je pri 200 μs (–1,161), najnižji pa pri 50 μs (–0,53), kar je v skladu s pričakovanjem, da pri 
daljših pulzih potrebujemo nižje električno polje za isti učinek [66].  
  
46 
 
Tabela 3.4: Numerično določeni parametri matematičnih modelov in R2 za modele v 
odvisnosti od t. V prvem stolpcu so imena matematičnih modelov, v drugem stolpcu 
so simboli optimiziranih parametrov in znak za R2. Od tretjega do sedmega stolpca 
izhajajo rezultati iz različne dolžine pulzov z električnim poljem kot parametrom. E1 je 
pri 1,5 kV/cm, E2 pri 2,0 kV/cm, E3 pri 2,5 kV/cm, E4 pri 3,0 kV/cm in E5 pri 3,5 kV/cm. 
Znak Δ predstavlja spremembo števila pulzov. 
  E1 E 2 E3 E 4 E 5 Δ 
Kinetični 
(1.7) 
k 2,96x10-4 6,13x10-4 9,35x10-4 12,33x10-4 17,71x10-4 6,02x10-4 
R2 0,8675 0,9552 0,9536 0,9662 0,9525 0,9486 
Kinetični 
(1.8) 
D 3342 1629 1067 812 565 1667 
R2 0,8674 0,9552 0,9536 0,9662 0,9525 0,9486 
Hülsheger
 2 (1.12) 
bt 4,45x10-2 8,39x10-2 11,79x10-2 14,67x10-2 18,85x10-2 35,68x10-2 
tc 1,340 1,214 1,160 1,078 1,027 109,800 
R2 0,7453 0,7875 0,7575 0,8780 0,9638 0,9217 
Hülsheger
 3 (1.13) 
Ec 1,415 1,793 2,144 2,505 2,288 1,499 
k 1,903 2,467 3,022 3,374 6,430 2,805 
tc 1,340 1,214 1,160 1,078 1,027 109,800  
R2 0,7453 0,7875 0,7575 0,8780 0,9638 0,9217 
Bifazni 
(1.14)6 
f 0,6063 0,3295 0,1630 0,1823 0,2614 0,1507 
k1 1,07x10-11 1,07x10-11 2,81x10-12 4,78x10-8 4,78x10-8 1,90x10-7 
k2 1,24x10-4 12,25x10-4 13,09x10-4 1,93x10-3 3,48x10-3 8,65x10-4 
R2 0,8463 0,9519 0,8925 0,9684 1,0000 1,0000 
Weibull 
(1.19) 
b 5609 1872 1093 832 499 1969 
n 0,6783 0,7764 0,9110 0,7238 0,5072 0,7223 
R2 0,9187 0,9749 0,9557 0,9852 0,9982 0,9671 
Logistični 
(1.20) 
α 3,15x10-4 2,83x10-4 8,46x10-17 5,23x10-15 3,97x10-17 –5,18x10-3 
ω –0,1728 –0,3940 –0,5556 –0,6792 –0,9182 –0,9316 
σ –0,4012 –0,5482 –1,0430 –0,9190 –0,7108 –0,7092 
τ 2,6950 2,7730 2,7250 2,7240 2,7190 3,2340 
R2 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 
Prirejen 
Gompertz 
(1.22) 
A –0,3929 –0,8652 –1,249 –1,522 –2,741 –2,885 
B0 2,4360 1,4250 2,0140 1,3020 1,569x10-6 0,08295 
B1 –5,61x10-
3 
–3,21x10-3 –4,23x10-3 –3,30x10-3 –2,42x10-4 –6,72x10-4 
R2 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9997 0,9974 
Geeraerd7  
(1.25) 
k 12,41x10-
4 
8,38x10-4 13,09x10-4 19,30x10-4 29,89x10-4 8,643x10-4 
Nres  0,606  0,174 0,163 0,182 0,175 0,151 
Yre
s 
1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9992 1,0000 
R2 0,9420 0,9851 0,9638 0,9940 0,9997 1,0000 
                                               
6 Koeficient k1 je v stolpcih od tretjega do sedmega na spodnji meji, ki je bila določena pri optimizaciji. 
7 Koeficient Yres je od tretjega do šestega in v osmem stolpcu 1,0000 in je s tem na zgornji meji, kot je 
bila določena pri optimizaciji. 
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Slika 3.13: Matematični modeli preživetja, prilegani na eksperimentalne podatke pri 
treh različnih dolžinah pulzov (50 μs, 100 μs in 200 μs) ali pri različnem številu pulzov 
(od 0 do 128)pri 1 Hz. a – 8 pulzov, 1,5 kV/cm, b – 8 pulzov, 2,0 kV/cm, c – 8 pulzov, 
2,5 kV/cm. č – 8 pulzov, 3,0 kV/cm, d – 8 pulzov, 3,5 kV/cm, e – Spreminjanje števila 
pulzov, 100 μs, 2,5 kV/cm. 
Na sliki 3.13 lahko vidimo, da ponekod dobimo sigmoidno obliko krivulj (npr. Gompertzov in 
logistični model, na sliki 3,13c), ponekod pa eksponentno. Delno je oblika odvisna od 
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matematičnega modela, saj je večina uporabljenih modelov zmožna opisovati le konveksnost. 
S kinetičnim modelom prvega reda ((1.7) in (1.8)), Hülshegerjem ((1.12) in (1.13)), bifaznim 
modelom (1.14) in Geeraerdovim modelom (1.25) druge oblike kot eksponentne sploh ne 
moremo dobiti. Z Gompertzovim in logističnim modelom smo od 1,5 kV/cm do 3,0 kV/cm dobili 
sigmoidno obliko krivulje (npr. na slikah 3.13a do 3.13č). Pri spreminjanju števila pulzov 
(slika 3.13e) in 3,5 kV/cm (slika 3.13d) je bila krivulja konveksna. Pri Weibullovem modelu so 
bile krivulje povsod konveksne. 
Oba kinetična modela prvega reda ((1.7) in (1.8)) nudita enako dobro prileganje, saj imamo 
pravzaprav en sam model (𝑘 =
1
𝐷
). Slabše prileganje dobimo pri 1,5 kV/cm, ko je R2 samo 
0,8675, pri vseh drugih E in različnemu številu pulzov pa je R2 nad 0,95. Parameter k izraža 
hitrost uničevanja celic – večji kot je k, hitreje uničevanje poteka. Po pričakovanjih je k največji 
pri 3,5 kV/cm (17,710x10-4), najmanjši pa pri 1,5 kV/cm (2,960x10-4). Parameter k je zelo 
podoben pri spreminjanju števila pulzov (6,016x10-4) in pri konstantnem E = 2,0 kV/cm 
(6,126x10-4). Glede na to, da je bilo pri spreminjanju števila pulzov električno polje tudi 
2,0 kV/cm, je to ujemanje pričakovano. Ravno obraten pomen kot parameter k ima parameter 
D v (1.8) – izraža čas, potreben, da se število celic zmanjša za eno dekado oz. za 90 %. Najvišji 
je pri 1,5 kV/cm (3342), najnižji pa pri 3,5 kV/cm (565), kar je v skladu s pričakovanji. Podobno 
kot pri (1.7) je tudi tu parameter D približno enak pri spreminjanju števila pulzov (1667) in pri 
spreminjanju dolžine pulzov pri E = 2,0 kV/cm (1629). 
V drugem Hülshegerjevem matematičnem modelu (1.12) be pomeni regresijski koeficient, tc je 
kritični čas. Pri konstantnem tc s spreminjanjem be določamo spodnjo asimptoto in hitrost 
upadanja deleža preživelih celic. Večja kot je vrednost parametra be, hitreje upada število celic 
in doseže nižjo končno vrednost. Z višjim E dobimo vse večji be, kar je skladno s predvidevanji, 
saj število celic upada vse hitreje, spodnja asimptota pa je vse nižje (manj celic preživi pri 
višjem E). S spreminjanjem tc pri konstantnem be sprememba v predvidenem deležu preživelih 
celic ni tako opazna. Z večjim tc dobimo rahlo položnejšo krivuljo. Pri naših prileganjih smo pri 
višjem električnem polju dobili malo nižji tc, kar je skladno s tem, da je pri višjih tc upad števila 
celic položnejši. Pri večjem številu pulzov pa je bil tc = 109,8. Tako visoko vrednost lahko 
pojasnimo s tem, da so tudi vrednosti na osi x veliko višje in spodnjo asimptoto dosežemo pri 
višjem NxT. 
Pri tretjem Hülshegerjevem modelu (1.13) imamo tri parametre – Ec, k in tc. Parameter k je bil 
v [50] odvisen od tipa mikroorganizma, Ec in tc sta kritični vrednosti električnega polja oz. časa. 
Pri nas je z višjim električnim poljem večji tudi parameter Ec, prav tako se veča tudi k. 
Parameter tc je v nasprotju z njima pri večjem E manjši, vrednosti tc pa so v (1.12) in (1.13) 
enake. Kvaliteta prileganja (R2) je bila pri obeh Hülshegerjevih modelih ((1.12) in (1.13)) zelo 
različna glede na dovedeno električno polje. Pri nižjem E je bilo prileganje slabše (0,7453), saj 
model ni tako primeren za modeliranje položnejših podatkov. Oba Hülshegerjeva modela 
((1.12) in (1.13)) sovpadata. 
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V bifaznem modelu v odvisnosti od t (1.14) ima parameter k1 vrednost približno 0, torej prvi 
eksponentni člen odpade. Ostane nam drug eksponentni člen, ki mu prištevamo konstanto f. 
Namesto parametrov k1 in k2 bi tudi tu lahko imeli le enega, tj. k. 
Weibullov model (1.19) v odvisnosti od t omogoča zelo dobro prileganje, saj je R2 najmanj 
0,9187 (pri 1,5 kV/cm), največ pa 0,9982 (pri 3,5 kV/cm). Parameter n je pri vseh E manjši od 
1, saj je oblika krivulj konveksna. V vrednosti n ni opazne nobene povezave z električno poljsko 
jakostjo, saj n najprej narašča, doseže najvišjo vrednost pri 2,5 kV/cm, nato pa spet upada. 
Parameter b ima izrazitejši trend – z višjim E njegova vrednost upada, tako da ima pri 
1,5 kV/cm vrednost 5609, pri 3,5 kV/cm pa 499. Izračunani parametri pri spreminjanju števila 
pulzov, ko je bilo polje E = 2,0 kV/cm, so zelo podobni tistim pri različnih dolžinah pulzov in 
E = 2,0 kV/cm – parameter b je pri obeh med 1870 in 1970, parameter n pa je približno 0,7. 
Logistični model tako kot v odvisnosti od E tudi v odvisnosti od t nudi zelo visoke R2. Parameter 
α je pri vseh prileganjih zelo blizu 1, saj je log10(1) = 0. Parameter σ je po predznaku vedno 
negativen, saj število celic upada. Njegova absolutna vrednost nima izrazitega trenda. Do 
2,5 kV/cm narašča in doseže največjo vrednost 1,0430, nato pa spet začne upadati. To 
pomeni, da je najhitrejši upad celic pri 2,5 kV/cm. Pri 1,5 kV/cm in 2,5 kV/cm, kjer je σ = –
0,4012 oz. σ = –0,3940 pa je upad celic počasnejši oz. je sprememba v številu celic manjša. 
Parameter ω z višjim E po absolutni vrednosti narašča, saj je pri višjih E tudi spodnja asimptota 
nižja oz. preživi manj celic. Pri 3,5 kV/cm in pri spreminjanju števila pulzov pri obeh dosežemo 
približno 20 % preživetje na koncu, zato je ω pri obeh okoli –0,9. Parameter τ je pri vseh E 
približno 2,7. To pomeni, da je pri vseh E največji upad števila celic na začetku, po približno 
500 μs izpostavljenosti električnim pulzom. 
Gompertzov model omogoča zelo dobro prileganje, saj je R2 večinoma blizu 1. Tudi njegovi 
parametri imajo fizikalno/biološki pomen. Parameter A lahko definiramo kot logaritem vrednosti 
spodnje asimptote. Pri vseh vrednostih E je to tudi držalo, parameter A je zavzel vrednosti od 
–2,885 (pri spreminjanju števila pulzov) do –0,3929 (pri 1,5 kV/cm). Parameter B0, ki pomeni 
hitrost smrti celic, je zavzel zelo različne vrednosti: od 1,569x10–6 (pri 3,5 kV/cm) do 2,436 (pri 
1,5 kV/cm). Pri 3,5 kV/cm je B0 zavzel tudi druge vrednosti, ki niso navedene v tabeli 3.4, a je 
bilo prileganje vseeno dobro. Krivulja je imela sicer malo drugačno obliko (npr. dobili smo bolj 
sigmoidno kot eksponentno funkcijo), je pa še vedno šla skozi vse točke in je bil zato R2 blizu 1. 
Vrednosti parametra B1, ki določajo dolžino začetnega intervala, se z višanjem E niso niti višale 
niti manjšale, v njihovih vrednostih nismo našli nobene povezave z E.  
Geeraerdov model (1.25) se je rezultatom zelo dobro prilegal, R2 je bil od 0,9420 (pri 
1,5 kV/cm) do 1,0000 (pri spreminjanju števila pulzov). Y0 je bil pri vseh E zelo blizu 1, torej je 
bila njegova vrednost na zgornji meji, ki je bila določena na začetku optimizacije. Glede na to, 
da je pri nas delež preživelih celic na začetku vedno 1, je vrednost parametra Y0 v skladu s 
teorijo. Parameter Nres je bil pri Geeraerdovem modelu v odvisnosti od t večji od 0, torej se 
Geeraerdov model ne preoblikuje v kinetični model prvega reda. Nres pomeni delež preživelih 
celic oz. spodnjo asimptoto. Pri 1,5 kV/cm znaša 0,6064, kar je pričakovano, saj je končni 
delež preživelih celic približno 60 %. Pri ostalih vrednostih električnega polja in pri spreminjanju 
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števila pulzov znaša vrednost parametra Nres okoli 0,17. Geeraerdov model predvideva, da bo 
z daljšanjem pulzov delež preživelih celic dosegel spodnjo asimptoto, približno 0,17. V primeru 
večanja števila pulzov smo spodnjo asimptoto res dosegli, saj se od 32 pulzov naprej delež 
preživelih celic ni več zmanjšal in vrednost Nres je skladna s to predpostavko.  
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4 Razprava 
Pri poskusih smo uporabili dva različna elektroporatorja – BetaTech in Cliniporator. Pri obeh 
lahko nastavimo različne napetosti, število pulzov, njihovo dolžino ter ponavljalno frekvenco. 
Pokazali so, da je za učinke elektroporacije najpomembnejše električno polje, kateremu so 
celice izpostavljene, zato elektroporatorji večinoma omogočajo, da nastavimo izhodno 
napetost. Izhodna napetost mora biti ponovljiva in primerljiva med različnimi elektroporatorji 
[67]. Med izvajanjem poskusov sem merila tok, meritev napetosti pa je že vgrajena v obeh 
elektroporatorjih. Primer toka pri prvem od osmih 50 μs pulzov pri spreminjanju napetosti med 
elektrodama pri poskusih na celični suspenziji prikazuje slika 4.1. Pri ostalih dolžinah pulzov 
je bil električni tok podoben. Vidimo lahko, da so pulzi pravokotne oblike in da doveden tok z 
višanjem napetosti narašča.  
 
Slika 4.1: Električni tok, izmerjen pri prvem 50 μs pulzu na elektroporatorju BetaTech. 
Za meritev smo uporabili tokovno sondo in osciloskop LeCroy. Razdalja med 
elektrodama je bila 2,0 mm. Signal smo zajemali s frekvenco 1 MHz. 
4.1 Iz električnega polja do deleža permeabiliziranih celic 
Cilj poskusov na pritrjeni plasti je bila primerjava različnih matematičnih modelov, s katerimi 
lahko preidemo z izračunanega električnega polja na delež permeabiliziranih celic. Želeli smo 
ugotoviti, s katerim modelom lahko napovemo rezultate pri drugačnih eksperimentalnih 
pogojih. S takim prehodom lahko poenostavimo prikaz načrtov posegov za 
elektrokemoterapijo in NTIRE. Nadgradili smo običajno domnevo, da so vse celice 
permeabilizirane, če je električno polje nad neko mejo, oz. da nobena ni permeabilizirana, če 
je E pod to mejo. Napovedali smo vrednosti od 0 % do 100 %. Preučili smo vpliv gostote 
celične plasti in izbranega matematičnega modela na kvaliteto prileganja. Začeli smo z 
modelom zvezno porazdeljenega električnega polja okoli elektrod in ga preračunali v delež 
permeabiliziranih celic. Vidimo lahko, da sta si sliki 2.8 in 3.4 zelo podobni – vzorec 
permeabiliziranih in nepermeabiliziranih celic je podoben obliki, ki jo napoveduje slika 3.4. 
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Pri prehodu z električnega polja v delež permeabiliziranih celic smo prišli do dveh pomembnih 
zaključkov. Prvi je o spremembi naklona matematičnih modelov permeabilizacije v 
homogenem polju, drugi pa o pomembnosti izbire matematičnega modela. V splošnem so bili 
naši rezultati v skladu z rezultati, objavljenimi v literaturi. Vseeno pa je bila sprememba naklona 
matematičnih modelov pri spremembi gostote plasti presenetljiva glede na teoretična 
predvidevanja iz literature, kjer je s spremembo gostote celične suspenzije naklon krivulje ostal 
enak [41]. 
V literaturi so že poročali o spremembi naklona krivulje [68], in sicer se je naklon krivulj 
zaznane fluorescence spremenil – z daljšimi pulzi je bil naklon bolj strm. Krivulje, ki bi prikazala 
odvisnost od gostote celic, žal ni prikazane. Avtorji so ugotovili, da je pri gostejši suspenziji 
permeabiliziranih manj celic, kar potrjujejo tudi naši rezultati. Na sliki 3.2 vidimo, da se pri nas 
matematični model ne premika vzporedno, temveč se naklon spreminja v odvisnosti od gostote 
celic. V prejšnjih teoretičnih študijah so ugotovili, da se z višanjem gostote suspenzij točka, 
kjer se model začne vzpenjati, in točka, kjer je dosežena zgornja asimptota, vzporedno 
premikata po osi x [41]. Pri naših rezultatih so se točke, kjer smo dosegli najvišjo 
permeabilizacijo, res vzporedno premikale po osi x. Po drugi strani pa so točke, kjer smo 
permeabilizacijo prvič zaznali, sovpadale. Posledično se je spreminjal naklon matematičnega 
modela. Vemo, da je pri gostejših celičnih suspenzijah vsiljena transmembranska napetost 
manjša, saj se celice pri enakem polju medsebojno senčijo [68]–[71]. Pri pritrjenih plasteh celic 
je situacija podobna – pri gostejši pritrjeni plasti celic je vsiljena transmembranska napetost 
manjša, posledično pa je nižji tudi delež permeabiliziranih celic. Pri pritrjeni plasti celic ne 
smemo zanemariti tudi možnega vpliva oblike celic [72], [73]. Le-te niso več okrogle, med njimi 
pa obstajajo tudi električne povezave (angl. gap junctions) [74]. Zdi se, da bi to lahko vplivalo 
na spreminjanje naklona krivulj, kar bi bilo potrebno raziskati v prihodnosti. 
Na sliki 3.2 lahko opazimo, da je pri eksperimentalnih podatkih deleža permeabiliziranih celic 
standardna deviacija razmeroma visoka. Razlog za to je v ročnem štetju celic. Pri štetju prihaja 
do napak zaradi šuma in napakah na slikah, celice so različnih oblik in velikosti, dotikajo se 
ostalih celic in pri tem jasna meja med njimi ni vedno določljiva. Če upoštevamo, da smo imeli 
relativno visoko gostoto celic na slikah, je naša standardna deviacija znotraj pričakovanih 
vrednosti [75]. Napaka bi bila nižja na suspenzijah, a bi bila potem verjetno tudi naša metoda 
prehoda iz E v delež permeabiliziranih celic manj zanesljiva. V suspenziji so celice namreč 
okrogle in med njimi ni nobenih fizičnih povezav. V primeru, da avtomatski algoritem štetja 
celic, predlagan v [75], deluje vsaj tako dobro kot ročno štetje celic, bi se ga v prihodnosti 
splačalo uporabiti. Izvedli bi lahko več poskusov v krajšem času. 
V literaturi so simetrično sigmoido (1.1) in hiperbolični tangens (1.3) že uporabljali za 
modeliranje permeabilizacije celic. Obstaja tudi matematični model, izhajajoč iz porazdelitve 
velikosti celic [39]. Matematični model povezuje polmere celic in delež permeabiliziranih celic. 
Pri meritvah polmerov celic so avtorji ugotovili, da le-ti niso simetrično razporejeni [39]. Zato 
smo tudi pri nas simetrično sigmoido nadgradili z asimetrično sigmoido, pri kateri smo 
pričakovali boljše ujemanje, saj je porazdelitev polmerov celic namreč asimetrična. Tudi 
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Gompertzova krivulja je lahko asimetrična, kar je bil tudi razlog za izbor. Glede na 
asimetričnost sta se asimetrična sigmoida in Gompertzova krivulja zdeli najobetavnejši. V 
tabeli 3.2 vidimo, da so bila naša predvidevanja na pritrjeni plasti celic pravilna. R2 je namreč 
najvišji ravno pri obeh asimetričnih modelih. 
Glede na to, da vsi štirje uporabljeni matematični modeli nudijo zelo dobro prileganje, je 
potrebno ugotoviti, ali obstaja določena biološka povezava z vrednostmi parametrov 
matematičnih modelov. Povezave smo ugotavljali na suspenzijah, in sicer smo preverjali, kaj 
se dogaja z vrednostmi parametrov matematičnih modelov pri spreminjanju dolžine pulzov 
(50 μs, 100  μs in 200  μs). Te vrednosti smo primerjali z vrednostmi parametrov modelov pri 
pritrjeni plasti celic. Za jasnejši pomen parametrov matematičnih modelov bi bilo potrebno 
izvesti poskuse še pri drugih parametrih električnih pulzov, kar odpira možnosti za prihodnje 
raziskave. 
Uporabili smo torej štiri različne matematične modele permeabilizacije. Z vsemi smo dosegli 
zelo dobro prileganje, saj je bil R2 povsod najmanj 0,990 (tabela 3.2). Za nadaljnjo analizo smo 
izbrali modela z najvišjim R2 – oba asimetrična matematična modela, tj. Gompertzovo krivuljo 
in asimetrično sigmoido. Vendar smo potem asimetrično sigmoido izločili. Zaradi korena v 
enačbi mora biti parameter v večji od ena, sicer dobimo kompleksne vrednosti. Zato smo pri 
optimizaciji spodnjo mejo parametra v nastavili na 0. Pri dveh gostotah od treh je bil parameter 
pri optimizaciji ustavljen na spodnji meji. To pomeni, da čeprav smo pri prileganju dobili 
določene vrednosti parametrov, verjetno najboljšega prileganja nismo dosegli. Gompertzova 
krivulja je torej najboljša glede na R2, vendar je razlika v kvaliteti prileganja med njo in 
simetrično sigmoido ter hiperboličnim tangensom pri naših eksperimentalnih pogojih zelo 
majhna. Za ugotavljanje vpliva matematičnega modela na predvidevanje permeabilizacije smo 
zato uporabili le Gompertzovo krivuljo in simetrično sigmoido. Namesto simetrične sigmoide bi 
lahko uporabili tudi hiperbolični tangens, saj sta se modela prekrivala in smo ju jemali kot 
enakovredna.  
Na sliki 3.5 vidimo, da je pri naših eksperimentalnih pogojih gostota celic veliko pomembnejša 
za pravilno napovedovanje deleža permeabiliziranih celic kot pa izbira matematičnega modela. 
Pri izbiri drugega matematičnega modela (temno sivi stolpci za simetrično sigmoido (1.1) in 
črni stolpci za Gompertzovo krivuljo (1.4)) je razlika v predvidenih deležih največ 4 % pri nižjih 
E (0,30 - 0,39 kV/cm), pri višjih E pa je še manj. V srednjem delu je ujemanje med 
napovedanimi in dejanskimi vrednostmi zelo dobro. Razlog za 4 % razliko prikazuje slika 3.3, 
kjer se Gompertzova krivulja in simetrična sigmoida najbolj razlikujeta. Pri nizkih E tako 
simetrična sigmoida (1.1) kot tudi Gompertzova krivulja (1.4) podcenjujeta eksperimentalne 
rezultate. Napovedane vrednosti so zelo nizke (0,00 – 0,04 pri Gompertzovi krivulji in 0,04 – 
0,08 pri simetrični sigmoidi), eksperimentalne vrednosti pa so okoli 15 %. Boljše ujemanje sicer 
dobimo s simetrično sigmoido (1.1), ampak ker je razlika v napovedanih deležih 
permeabiliziranih celic pri izbiri Gompertzove krivulje zanemarljiva, lahko zaključimo, da izbira 
matematičnega modela tudi pri nizkih E pri naših eksperimentalnih pogojih ni zelo pomembna. 
In vitro vedno zaznamo majhen delež mrtvih celic, kar lahko razloži razliko med 
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eksperimentalnimi podatki in napovedanim deležem pri nizkih E. Neujemanje predvidenega in 
dejanskega deleža permeabiliziranih celic pri nizkih in pri visokih vrednostih električnega polja 
je problematično. Odpira se vprašanje, kaj storiti s celicami, ki so mrtve že na začetku – pri 
poskusih na pritrjeni plasti celic smo jih upoštevali v deležu permeabiliziranih celic in smo zato 
dobili relativno visoke deleže permeabiliziranih celic že takoj na začetku. V primeru, da celic, 
ki so mrtve že na začetku, ne bi upoštevali pri permeabilizaciji (kot smo naredili npr. pri 
poskusih na suspenziji (2.1)), bi se morda naši eksperimentalni podatki pri nizkih E bolje 
ujemali s predvidenim deležem permeabiliziranih celic. Obenem pa bi bilo pri 
elektrokemoterapiji permeabiliziranih manj celic, kot smo napovedali, če je razlog za 
neujemanje pri nizkih E kje drugje. Pri višjih E tudi dobimo razliko med napovedanimi in 
eksperimentalno določenimi deleži permeabilizacije. Razlog bi lahko bil v tem, da matematični 
modeli lahko napovejo tudi 100 % permeabilizacijo, medtem ko je v realnosti 100 % delež 
permeabilizacije težko doseči. Nekaj celic ostane neodzivnih na E in niso permeabilizirane tudi 
pri zelo visokih E. To je še posebno res, če uporabimo samo en pulz, kot smo ga v naših 
eksperimentih na pritrjeni plasti celic, kar bi tudi lahko bil razlog, da so eksperimentalne 
vrednosti nižje od napovedanih. Druga možnost za neujemanje pri visokih E pa je, da 
električno polje okoli elektrod zelo hitro upada. Ker mora biti v podobmočju, znotraj katerega 
štejemo celice, dovolj celic, da lahko sploh določimo delež permeabiliziranih celic, zavzame 
električno polje znotraj območja raznolike vrednosti. Razlika med zgornjo in spodnjo mejo je 
bila pri nas tudi do 8,0 kV/cm (pri 140 V od 1,2 kV/cm na spodnji meji do 2,0 kV/cm ob 
elektrodah). Tako so celice čisto blizu elektrod izpostavljene zelo visokim električnim poljem in 
so bile tudi vse permeabilizirane, kar opazimo na sliki 2.7, medtem ko so tiste na robu območja 
izpostavljene že nižjim vrednostim E in niso nujno vse permeabilizirane. Pri določanju deleža 
permeabiliziranih celic s pomočjo mikroskopskih slik se pojavlja problem ročno izbrane meje 
za permeabilizacijo. Celice svetijo z različno intenziteto, mi pa se moramo odločiti, kolikšna je 
najmanjša intenziteta, da je celica permeabilizirana. Tak način je še vedno zanesljivejši kot 
avtomatsko merjenje fluorescence, kjer merimo le intenziteto, točnega števila celic pa ne 
poznamo (tak način smo uporabili pri merjenju fluorescence na celični suspenziji). Vprašanje 
je tudi, v kolikšni meri je matematični model permeabilizacije s propidijevim jodidom primerljiv 
z matematičnim modelom permeabilizacije s kemoterapevtiki. Zelo primerna bi bila metoda z 
merjenjem permeabilizacije s pomočjo kemoterapevtika bleomicina, ki je predlagana v [76]. 
Gompertzova krivulja za gostote nad 600 celic na sliko zelo slabo napove deleže 
permeabiliziranih celic (svetlo sivi stolpci na sliki 3.5), eksperimentalne rezultate podcenjuje za 
vsaj 10 % pri vseh E. Razlog je v gostoti pritrjene plasti celic. Napoved deleža je bila narejena 
na podlagi eksperimentalnih rezultatov v homogenem polju pri gostoti več kot 600 celic na 
sliko. Poskuse v nehomogenem polju pa smo naredili na manj kot 600 celicah na sliko. To 
pomeni, da je gostota plasti celic zelo pomemben parameter. Biti mora enaka v poskusih, na 
katere prilegamo matematične modele, in v poskusih, kjer potem uporabimo napovedane 
deleže. V literaturi so že pokazali, da obstaja močna povezava med deležem permeabiliziranih 
celic in gostoto suspenzije [69], [70]. Mi smo to še nadgradili s trditvijo, da je gostota pri naših 
eksperimentalnih pogojih najpomembnejši dejavnik, ki vpliva na delež permeabiliziranih celic. 
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Velikost celic v našem primeru ni mogla biti pomembna, saj smo napoved in validacijo izvajali 
na enako gostih plasteh celic. 
Po kvaliteti prileganja so si vsi matematični modeli podobni. Prav tako lahko z vsemi štirimi 
dosežemo relativno dobro napoved deleža permeabiliziranih celic, v kolikor se gostota plasti, 
na kateri smo optimizirali modele, in gostota plasti, za katero določamo predvidene deleže 
permeabiliziranih celic, ujemata. Kljub relativno dobri napovedni moči pa je vseeno potrebno 
ugotoviti, kako napoved izboljšati pri visokih in nizkih električnih poljih, kjer napoved najbolj 
odstopa od eksperimentalnih vrednosti. Morda bi bilo smiselno deleže permeabiliziranih celic 
določiti še na kak drug način, kjer nas predhodno mrtve celice ne bi motile. Poleg tega bi bilo 
potrebno preveriti še drugačne parametre električnih pulzov. Za izbiro matematičnega modela 
permeabilizacije je pomemben tudi biološko-fizikalen pomen parametrov, ki smo ugotavljali na 
celični suspenziji. 
4.2 Preživetje in permeabilizacija celic v suspenziji 
Pri ugotavljanju preživetja in suspenzije sta koncentraciji celic zavzeli zelo majhen 
prostorninski delež (največ 5x10-8). Goste suspenzije imamo, ko je prostorninski delež celic 
vsaj 0,3. Pri gostih suspenzijah pride do senčenja električnega polja, vsiljena 
transmembranska napetost je manjša kot pri osamljenih celicah [71]. Pri permeabilizaciji gostih 
suspenzij pride do spremembe prevodnosti suspenzije, saj gre električni tok lahko tudi skozi 
permeabilizirane celice in ne več le okoli. Pri redkih suspenzijah do takih sprememb ne pride, 
prevodnost redke suspenzije se ne spremeni, saj je v celotnem volumnu premalo celic, da bi 
permeabilizacija celic prevodnost opazno spremenila. Zato so rezultati permeabilizacije 
suspenzije (gostota 5x106 celic/ml) in rezultati preživetja suspenzije (gostota 106 celic/ml) 
primerljivi. V [68] so nižjo permeabilizacijo zaradi visoke gostote suspenzije opazili pri 
200x106 celic/ml. Pri redki suspenziji, kjer ni bilo nižje permeabilizacije zaradi zaslanjanja polja, 
je bila gostota 106 celic/ml. Pri nas je gostota pri permeabilizaciji suspenzij 5x106 celic/ml, kar 
je štiridesetkrat manj kot pri gosti suspenziji, torej imamo tako pri preživetju kot pri 
permeabilizaciji opravka z redko suspenzijo in so rezultati primerljivi. 
Med permeabilizirane celice so vštete tako reverzibilno kot tudi ireverzibilno permeabilizirane 
celice. Zato je delež permeabiliziranih celic vedno večji od deleža mrtvih celic. Nekaj 
permeabiliziranih celic si namreč opomore, nekatere takoj odmrejo zaradi poškodbe 
membrane ali pa kasneje, ker so poškodbe celice prehude, da bi lahko normalno živele naprej 
[7]. Ugotovimo lahko, da so 200 μs pulzi učinkovitejši pri permeabilizaciji kot 50 μs in 100 μs 
pulzi. Med 50 μs in 100 μs pulzi ni opazne razlike pri permeabilizaciji. Glede na to, da je med 
njima samo 50 μs razlike, majhna razlika v deležih permeabilizacije ni tako presenetljiva. Pri 
200 μs pulzih pa je razlika bolj opazna, še posebej kar se tiče dosežene najvišje 
permeabilizacije. Ob tem pa je vseeno nepričakovano, da je v deležu preživelih celic med 50 μs 
in daljšimi pulzi razlika očitna, medtem ko je pri 100 μs in 200 μs pulzih le majhna razlika v 
deležu preživelih celic. Pri 50 μs pulzih torej delež permeabiliziranih celic narašča hitro v 
primerjavi z upadanjem deleža preživelih celic. Lahko bi rekli, da je torej večji del celic 
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reverzibilno permeabiliziran, trajne poškodbe na celicah pa so manjše kot pri ostalih dolžinah 
pulzov.  
Na sliki 3.9 lahko opazimo, da delež preživelih celic pri vseh dolžinah pulzov začne zelo hitro 
upadati oz. se delež permeabiliziranih celic ne viša enako hitro. Tako ne dobimo območja, kjer 
bi bile vse celice permeabilizirane, preživetje pa še ne bi bilo zmanjšano. Najvišja skupna 
vrednost permeabilizacije in preživetja je pri vseh dolžinah pulzov 70 % do 80 %. Razlog za 
takojšnje upadanje deleža preživelih celic bi lahko bilo prenašanje celic, ki poškoduje celice s 
permeabilizirano membrano. Takoj po dovedenih pulzih smo namreč s pipeto celice prenesli 
v vdolbine na ploščici s 96 vdolbinami. Čeprav smo prenašali tudi celice v pozitivni kontroli, 
tam niso permeabilizirane in prenašanje suspenzije v vdolbine morda ni povzročilo enake 
škode na celični membrani. (Pozitivno kontrolo pri permeabilizaciji dobimo, ko so 
permeabilizirane oz. svetijo vse celice.) Pri tem je možno, da 200 μs ne povzročijo, da bi bilo 
permeabiliziranih več celic kot pri krajših pulzih, temveč da je pri vseh dolžinah pulzov večina 
celic permeabiliziranih, razlika pa je v intenziteti fluorescence. Ob tem se pojavi vprašanje, če 
pri krajših pulzih (50 μs in 100 μs) res dosežemo samo 80 % permeabilizacijo. V klinikah 
uporabljajo primerljive parametre električnih pulzov pa vendar morajo biti permeabilizirane 
skoraj vse celice, sicer rast tumorja dolgoročno ne bi bila ustavljena. V študiji ESOPE so 
uporabljali 8x100 μs pulzov pri električnih poljih 1,3 kV/cm ali 1,0 kV/cm, v 73 % primerov so 
dosegli popolno uničenje tumorja [77]. Tudi pri globlje ležečih tumorjih so ugotovili popolno 
uničenje tumorjev v 85 % primerov pri 8x100 μs in E > 0,4 kV/cm [35]. V prihodnje bi bilo torej 
potrebno preveriti, če je 80 % končna permeabilizacija posledica nižje intenzitete 
fluoresciranja. Smiselno bi bilo določiti točno število permeabiliziranih celic, česar pa s 
spektrofluorometrom ne moremo. 
Slika 3.6b prikazuje spreminjanje deleža permeabiliziranih celic v odvisnosti od števila pulzov. 
Vidimo lahko, da zelo hitro (po 4 pulzih) dosežemo končno vrednost permeabilizacije (70 %). 
Pri 64 pulzih sicer pride še do povišanja permeabilizacije, a razlika ni tako velika. Pri 128 pulzih 
pa se delež permeabiliziranih celic zmanjša na 50 %. To ne pomeni, da je permeabiliziranih 
manj celic, temveč da je verjetno prišlo do napake pri merjenju. Pri 128 pulzih smo v kvarčni 
kiveti opazili, da po dovedenih pulzih nastane skupek celic. Možno je, da s tako veliko pulzi 
pride že do uničenja celične membrane. Tako se število celic zmanjša in posledično se zdi, da 
je manj celic permeabiliziranih. Pri tem se postavlja vprašanje, če je tudi pri nižjem številu 
pulzov del celic uničen in zato izmerimo nižji delež permeabiliziranih celic, kot jih je dejansko 
permeabiliziranih. Pri spektrofluorometru in propidijevem jodidu ne vemo, koliko celic zares 
sveti, izmerimo le relativno fluorescenco, katere vrednost je odvisna od nastavljene 
občutljivosti spektrofluorometra. Zato smo imeli pri računanju deleža permeabiliziranih celic 
težave s pozitivno kontrolo. Najprej smo kot pozitivno kontrolo vzeli celice, ki smo jih 20 minut 
pustili v 70 % etanolu, ampak so bile izmerjene vrednosti fluorescence veliko višje kot vrednosti 
fluorescence pri uporabljenih najbolj ekstremnih parametrih električnih pulzov. To pomeni, da 
etanol membrane celic veliko bolj permeabilizira kot električni pulzi in da vrednost fluorescence 
celic, uničenih z etanolom, ni primerljiva z vrednostmi permeabilizacije pri električnih pulzih. 
Zato smo za pozitivno kontrolo vzeli najvišjo izmerjeno vrednost fluorescence (pri 8x200 μs in 
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3 kV/cm) in vse ostale izmerjene vrednosti normirali na to vrednost. Naj omenimo še druge 
težave, ki lahko nastanejo pri uporabi spektrofluorometra in propidijevega jodida. Propidijev 
jodid je relativno velika molekula, s katero permeabilizacije ne moremo zaznavati tako 
natančno kot npr. s kalcijevimi ioni. Mejo za fluorescenco naključno izberemo z napetostjo na 
PMT diodi. Z višjo občutljivostjo sicer zaznamo manj fluorescentne celice, obenem pa zvišamo 
šum. V našem primeru smo občutljivost nastavili kot kompromis med relativno visoko 
občutljivostjo in nizkim šumom. Imamo lahko tudi težave z zaznavanjem celičnih duhov (angl. 
ghost cell), ki so posledica puščanja DNA iz celice. Celični duhovi so mrtve celice, katerih obrisi 
so še vidni, a so izgubile jedro in citoplazmatske strukture, ki lahko fluorescirajo izven celice. 
Zato v literaturi za merjenje permeabilizacije predlagajo druge metode, npr. uporabo 
kemoterapevtika bleomicina [76], v prisotnosti katerega celice permeabilizirajo. Vse 
permeabilizirane celice umrejo in s testom klonogenosti lahko določimo delež mrtvih celic. 
Permeabilizacijo bi bilo možno meriti tudi s fluorescentno mikroskopijo (kot smo jo merili pri 
pritrjeni plasti celic), kjer bi lahko prešteli točno število permeabiliziranih celic poleg tega pa bi 
lahko primerjali tudi intenziteto fluoresciranja. Točno število fluorescentnih celic bi lahko dobili 
tudi s pretočno citometrijo. 
Tudi pri merjenju preživetja celic absolutno točna metoda ne obstaja. Pri naših rezultatih je 
presenetljivo to, da del celic (približno 20 %) izraža odpornost na elektroporacijo, saj jih tudi 
pri zelo visokem številu nismo uničili. Sicer je možno, da je del celic tudi pri več kot 50 pulzih 
preživel, je pa to malo verjetno. Bolj verjetna razlaga je, da je prišlo do določene napake pri 
meritvi. Možno je, da je na meritev vplivala vrednost ozadja. Čeprav smo preverili, da je dovolj, 
če so celice pred meritvijo 2 uri v spojini MTS, bi morda z daljšim inkubiranjem dobili več 
formazana in s tem večjo razliko v absorpciji med pozitivno kontrolo in celicami, ki smo jih 
izpostavili električnim pulzom. Če tudi v resnici 20 % tumorskih celic ne bi mogli uničiti, bi bilo 
nazadovanje v rasti tumorja le začasno. Vemo pa, da se IRE že uporablja v klinikah in da je 
metoda uspešna [34]. V prihodnje bi bilo torej potrebno preveriti, če so naši rezultati posledica 
napak pri meritvah ali pa res obstaja del odpornih celic. 
4.3 Modeliranje permeabilizacije celic v suspenziji 
Tako kot pri poskusih na pritrjeni plasti celic, sta tudi pri poskusih na celični suspenziji po dva 
matematična modela sovpadala, kar vidimo na sliki 3.7. Simetrična sigmoida (1.1) je sovpadala 
s hiperboličnim tangensom (1.3), asimetrična sigmoida pa z Gompertzovo krivuljo (1.5). Pri 
asimetrični sigmoidi smo spet imeli probleme s parametrom v, katerega optimizacija je obstala 
na spodnji meji, sicer je optimiziran matematični model vračal kompleksne vrednosti. Z 
asimetričnima modeloma (asimetrična sigmoida in Gompertzova krivulja) smo tudi na celični 
suspenziji dobili višji R2 in torej boljše prileganje. Ustreznost asimetričnih modelov je razumljiva 
glede na asimetrično porazdelitev velikosti celic [39].  
Opazimo lahko (slika 3.7), da se pri nizkih vrednostih E boljše prilegata asimetrična sigmoida 
in Gompertzova krivulja. Zaradi problemov pri nizkih E na pritrjeni plasti celic bi bilo morda za 
napoved boljše uporabljati Gompertzovo krivuljo, ki se pri nizkih E eksperimentalnim 
vrednostim približa bolj kot simetrična sigmoida in hiperbolični tangens. Pri višjih vrednostih se 
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sicer asimetrična sigmoida in Gompertzova krivulja bolj približata eksperimentalnim podatkom, 
ampak še vedno relativno veliko odstopata od njih. Modeli permeabilizacije namreč predvidijo 
100 % permeabilizacijo, te pa pri poskusih nismo dobili. 
Kar se tiče parametrov matematičnih modelov – pri simetrični sigmoidi in hiperboličnem 
tangensu so vrednosti E50% enake in z daljšimi pulzi upadajo, kar je skladno s teorijo, da pri 
daljših pulzih potrebujemo nižje električno polje za enak delež permeabiliziranih celic [66]. 
Podobno z daljšimi pulzi upada vrednost Ec pri asimetrični sigmoidi in Gompertzovi krivulji, saj 
pri daljših pulzih potrebujemo nižje E za permeabilizacijo. Pri simetrični sigmoidi parameter b 
določa naklon krivulje oz. učinkovitost permeabilizacije. Pri daljših pulzih je njegova vrednost 
manjša, kar pomeni, da pridemo do najvišje vrednosti permeabilizacije na ožjem območju 
napetosti in je permeabilizacija torej učinkovitejša, kar je v skladu s predvidevanji. Tudi pri 
asimetrični sigmoidi vrednost parametra b pričakovano upada, saj ima podoben pomen kot pri 
simetrični sigmoidi. Parameter v je pri asimetrični sigmoidi pri vseh dolžinah pulzov na spodnji 
meji. V vrednostih parametra v nismo uspeli najti nobene povezave z dolžino pulzov. 
Parameter B pri hiperboličnem tangensu označuje naklon krivulje, z daljšimi pulzi njegova 
vrednost narašča. Višja vrednost parametra B pomeni hitrejšo permeabilizacijo, torej so 
njegove vrednosti skladne s pričakovanji. Pri Gompertzovi krivulji višje vrednosti parametra B 
pomenijo položnejšo krivuljo. Ker vrednosti parametra B z daljšimi pulzi upadajo, lahko vidimo, 
da ima parameter B določen biološko-fizikalni pomen. 
Iz vrednosti parametrov matematičnih modelov permeabilizacije lahko zaključimo, da 
asimetrična sigmoida ni primerna za modeliranje, saj je vrednost parametra v na spodnji meji. 
Glede na to, da pri ostalih treh modelih lahko najdemo povezavo med vrednostmi parametrov 
in dolžino pulzov, so ostali trije modeli glede na pomen parametrov primerni za modeliranje 
permeabilizacije. Glede na kvaliteto prileganja oz. vrednosti R2 pa bi kot najboljšo izpostavili 
Gompertzovo krivuljo, ki jo tudi na suspenzijah predlagamo za modeliranje permeabilizacije. 
Ugotovitve glede primernosti matematičnih modelov permeabilizacije prikazuje tabela 4.1. Za 
odvisnost deleža permeabiliziranih celic v literaturi nismo našli obstoječih modelov 
permeabilizacije. Sicer obstajajo razne matematične povezave med dolžino pulzov, njihovim 
trajanjem in električnim poljem [66], model za opis permeabilizacije v odvisnosti od števila 
pulzov pa ne. 
Tabela 4.1 prikazuje zbrane ugotovitve o primernosti matematičnih modelov permeabilizacije. 
V prvem stolpcu so napisani matematični modeli, v drugem so vrednosti R2. Zapisana je 
najnižja vrednost R2 vseh prileganj (tako na pritrjeni plasti kot v suspenziji). 
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Tabela 4.1: Zbrane ugotovitve o kvaliteti prileganja, biološko-fizikalnem pomenu 
parametrov, napovedni moči in primernosti matematičnih modelov permeabilizacije. 
Gompertzova krivulja je kot najprimernejši model permeabilizacije v odebeljeni pisavi. 
Matematični 
model 
R2 Pomen 
parametrov 
Napovedna 
moč 
Primernost 
Simetrična 
sigmoida (1.1) 
< 0,8819 DA DA Pogojno zaradi 
nizkega R2 
Asimetrična 
sigmoida (1.2) 
< 0,9055 DA DA Ne, zaradi 
parametra v 
Hiperbolični 
tangens (1.3) 
< 0,8819 NE DA Pogojno zaradi 
nizkega R2 
Gompertzova 
krivulja (1.4) 
< 0,9055 DA DA DA 
 
4.4 Modeliranje preživetja celic v suspenziji v odvisnosti od električnega 
polja 
Slika 3.8a prikazuje, da v primeru spreminjanja električnega polja dobimo sigmoidno odvisnost 
deleža preživelih celic od električnega polja. Veliko matematičnih modelov, ki opisujejo celično 
smrt, je prilagojenih eksponentnemu upadanju števila celic. Zato lahko že takoj sklepamo, da 
bomo z njimi dobili zelo slabo ujemanje (vsaj pri deležu preživelih celic v odvisnosti od 
električnega polja). Pri nas je namreč prisotna rama, ki pa jo pri eksponentnih modelih lahko 
dobimo le tako, da modelom dodamo še en člen, ki modelira ramo. S tem modele prilagajamo 
točno določenim eksperimentalnim podatkom, česar pa nočemo, saj potem niso splošni (npr. 
če večamo število pulzov in dobimo eksponentni upad števila celic, bi bilo potrebno zaradi 
odsotnosti rame dodatni člen izpustiti). 
Eksponentni matematični modeli (kinetični model prvega reda ((2.3) in (2.4)), bifazni model 
(2.5), Geeraerdov model (2.9)) lahko dobro opisujejo le podatke, ki so konveksni, kar pa naši 
podatki v odvisnosti od električnega polja niso. Slabo prileganje potrjujejo tudi nizke vrednosti 
R2. Z izbiro eksponentnega modela predpostavimo, da pri smrti celic ni nobene rame, ko se 
celice še ne odzivajo na E. Obenem pa vemo, da mora biti na celici presežna kritična 
transmembranska napetost, da pride najprej do permeabilizacije in pri višjem E še do smrti. 
Torej rama pri spreminjanju E obstaja in eksponentnih matematičnih modelov (kinetični model 
prvega reda ((2.3) in (2.4)), bifazni model (2.5), Geeraerdov model (2.9)) ne smemo izbrati. 
Podobno je ugotovil tudi Peleg [58], ki v svoji knjigi trdi, da se toliko avtorjem eksponentni 
model dobro prilega na njihove podatke le zato, ker so preživetje ugotavljali na premalo točkah 
in začetne rame niso uspeli izmeriti. V takem primeru se seveda dobro prilega tudi eksponentni 
model. Iz tega lahko zaključimo, da za opisovanje smrti celic kot posledice ireverzibilne 
elektroporacije kinetični model prvega reda ((2.3) in (2.4)) in modeli, ki iz njega izhajajo (bifazni 
model (2.5) in Geeraerdov model (2.9)), niso primerni.  
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Ena izmed možnih teorij, zakaj smrt celic odstopa od eksponentnega upada, je porazdelitev 
polmerov celic. V [57] so z numeričnimi simulacijami določali obliko krivulje preživetja pri 
spreminjanju porazdelitve polmerov bakterij v populaciji. Najprej so predpostavili, da so vse 
celice okrogle in enako velike, trenutke smrti so posledično razumeli kot statistično neodvisne 
dogodke. Na logaritem števila preživelih celic v odvisnosti od časa izpostavitve električnim 
pulzom (E ≈ 22,7 kV/cm) so prilegali kinetični model prvega reda in ugotavljali kvaliteto 
prileganja. Če so se polmeri celic razlikovali, so krivulje preživetja odstopale od kinetičnega 
modela prvega reda, in sicer so v semilogaritemski skali dobili konveksno obliko krivulj. Širša 
porazdelitev polmerov celic je povzročila večje odstopanje od kinetičnega modela prvega reda. 
Pri naših poskusih na suspenziji so bile celice različnih velikosti in v različnih fazah rasti, torej 
je za njih tudi veljala določena porazdelitev polmerov [39]. Morda je do odstopanja od 
kinetičnega modela prvega reda pri nas in tudi pri drugih avtorjih prišlo ravno zaradi 
porazdelitve polmerov celic. Seveda pa porazdelitev polmerov celic in njen vpliv na obliko 
krivulje preživetja ne pojasni konkavnih oblik krivulj, kot so jih npr. dobili v [60]. Ideja o vplivu 
polmera na preživetje celic je smiselna, saj je tudi od polmera celice odvisno, kdaj bo 
permeabilizirana [39], večje celice so permeabilizirane pri nižjem električnem polju [78]. S 
celično smrtjo lahko potegnemo vzporednico in predpostavimo, da večje celice tudi uničimo 
pri nižjem električnem polju kot manjše celice iz iste populacije.  
Hülshegerjev model tudi izhaja iz kinetičnega modela prvega reda in vsebuje eksponentno 
odvisnost. Že v originalni obliki je odvisen od električnega polja, zato se je sprva zdel zelo 
obetaven (1.12). Še posebno obetavno se je zdelo to, da je (1.13) odvisen od dveh 
spremenljivk – od časa in od električnega polja, saj ima velika večina matematičnih modelov 
preživetja le eno neodvisno spremenljivko. Kljub temu, da ta matematični model izvira s 
področja uničevanja mikrobov z električnimi pulzi, je R2 spet majhen v primerjavi z drugimi 
modeli, tj. Peleg-Fermi (1.15), Weibull (2.6), logistični (2.7) in Gompertz (2.8). Razlog je v tem, 
da je model primeren za opisovanje eksponentne odvisnosti. Pri naših poskusih smo dobili 
sigmoidno odvisnost deleža preživelih celic od električnega polja. Torej Hülshegerjev model 
za opisovanje IRE v odvisnosti od električnega polja ni primeren, kar velja tako za obliko, kjer 
je neodvisna spremenljivka samo električno polje (1.10), kot tudi za obliko, kjer je poleg 
električnega polja neodvisna spremenljivka še čas (1.13). 
Peleg-Fermijev model (1.15) je primeren tako glede na kvaliteto prileganja kot tudi glede na 
biološko-fizikalni pomen parametrov. Pri NTIRE so ga že prilegali na ekstrapolirane podatke 
[42], z njegovo pomočjo pa so tudi naredili model, kjer so ocenili škodo zaradi IRE in zaradi 
segrevanja [43]. V nadaljevanju pa bi bilo potrebno preveriti še njegovo napovedno moč, npr. 
podobno kot so naredili v [34], le da bi škodo ocenili tako z Arrheniusovim integralom kot tudi 
z matematičnim modelom preživetja. 
Weibullov model (2.6) je zaradi sposobnosti modeliranja različnih oblik krivulj pogosto 
uporabljen za modeliranje celične smrti. Iz vrednosti n smo ugotovili, da ni biološko-fizikalne 
povezave med vrednostjo n in našimi eksperimentalnimi podatki. S parametrom n lahko sicer 
določamo obliko matematičnega modela – če je n > 1, imamo v linearni skali sigmoidno obliko, 
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če n < 1 pa konveksno obliko. Pri večjih vrednostih (n >> 1) je rama je daljša, naklon krivulje 
je večji. S tem si pri naših podatkih ne moremo pomagati, saj imajo naši rezultati z daljšo ramo 
tudi manjši naklon (počasnejša smrt) – celice so odpornejše na krajše pulze in se dalj časa ne 
odzivajo, ko pa pride do zmanjšanja preživetja, je to relativno počasi. Potrebno bi bilo narediti 
še več poskusov z drugačnimi parametri električnih pulzov, da bi ugotovili, kakšen bi lahko bil 
biološko-fizikalni pomen parametrov oziroma s čim so povezani. V literaturi so sicer opazili 
določen pomen parametra n. V [79] so vrednost parametra n v odvisnosti od pH lahko opisali 
z Gompertzovo krivuljo, v [57] pa so vrednost parametra n povezali s porazdelitvijo polmerov 
celic. Trdnejše povezave pa do sedaj še niso ugotovili. Pri nas odvisnost od pH ne pride v 
poštev, saj je bil pH našega elektroporacijskega medija vedno 7,4. Odvisnost od polmerov 
celic bi delno lahko pojasnila odstopanje od kinetičnega modela prvega reda, ampak pojasni 
samo eksponenten upad števila celic. Zaključimo lahko, da bi Weibullov model lahko bil 
primeren, ampak trenutno nimamo dovolj podatkov, da bi lahko to trdili z večjo gotovostjo. 
Logistični model (2.7) povezuje odvisnost desetiškega logaritma števila preživelih celic z 
desetiškim logaritmom časa segrevanja, tj. z logaritmom doze (angl. log-dose). Smrt mikrobov 
so namreč ugotavljali glede na desetiški logaritem časa segrevanja. V našem primeru smo se 
namesto z logaritmom števila preživelih celic ukvarjali z deležem preživelih celic. Prvi razlog 
je ta, da smo pri poskusih določali le delež preživelih celic, ne pa tudi njihovega števila. Drugi 
razlog je ta, da bi s prilagajanjem parametrov matematičnega modela številu preživelih celic 
naš model izgubil na splošnosti. Z deležem preživelih celic namreč zaobjamemo vsa možna 
števila celic z isto optimizirano obliko matematičnega modela. S prileganjem matematičnega 
modela na število preživelih celic bi morali optimizacijo parametrov delati za vsako število celic 
v negativni kontroli posebej. Zato smo logistični model prilagodili tako, da smo računali z 
deležem preživelih celic in z električnim poljem (2.7). Logistični model je primeren za 
frekvenčne porazdelitve smrti z ostrim vrhom in repoma na obe strani. Preverili smo, kako 
porazdelitve smrti celic izgledajo pri nas. Dobili smo podobno frekvenčno porazdelitev smrti 
celic v odvisnosti od električnega polja. Slika 4.2 prikazuje porazdelitve smrti celic v 
posameznih območjih električnega polja pri naših poskusih z različnimi dolžinami pulzov. 
Lahko bi rekli, da je za 200 μs pulze v približku res porazdelitev z vrhom in repoma v obe smeri. 
Pri 50 μs pulzih je pri električnem polju od 2,0 kV/cm - 2,5 kV/cm prišlo do rahlega odstopanja 
navzdol. Pri nizkem električnem polju (0,0 kV/cm – 0,5 kV/cm) in krajših pulzih (50 μs) še ni 
prišlo do smrti celic, celic je bilo toliko kot pri celicah, ki niso bile izpostavljene električnim 
pulzom. Zato imamo pri frekvenci smrti negativne vrednosti. Pri 50 μs in 100 μs pulzih bi pri 
višjih vrednostih E verjetno tudi dobili izrazitejši rep, ampak tokovna omejitev na 
elektroporatorju tega ni dopuščala. Ker bi porazdelitve smrti v naših poskusih v približku tudi 
lahko opisali kot porazdelitev z vrhom in z repoma v levo in v desno, smo analizo opravili tudi 
z logističnim modelom, ampak smo namesto desetiškega logaritma električnega polja uporabili 
kar vrednosti električnega polja. Dobili smo zelo dobro prileganje – pri vseh treh trajanjih pulzov 
je bil R2 nad 0,990. 
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Slika 4.2: Porazdelitev smrti celic v območjih električnega polja pri poskusih na celični 
suspenziji. a – Porazdelitev pri 50 μs pulzih, b – porazdelitev pri 100 μs pulzih, c – 
porazdelitev pri 200 μs pulzih. Pri vseh je bila ponavljalna frekvenca 1 Hz, dovedenih 
je bilo 8 pulzov. 
Vrednost parametra α je približno enaka desetiškemu logaritmu zgornje asimptote. V našem 
primeru je bila zgornja asimptota povsod približno 1. Logaritem 1 je sicer 0, ampak zaradi 
optimalnega prileganja logističnega modela so bile vrednosti α od 0,01 pri 200 μs pulzih do 
0,04 pri 100 μs pulzih. To pomeni, da je zgornja asimptota oz. delež preživelih celic pri E = 0 
od 1,040 do 1,098, kar je v skladu s tem, da je pri E = 0 preživetje 100 % oz. 1. Ker je pri nas 
zgornja asimptota vedno 1, bi lahko v matematičnem modelu izpustili člen α, saj je log10(1) =
0. S tem enačba preide na obliko: 
 
𝑌(𝐸) =  10(
𝜔
1+𝑒
4𝜎(𝜏−𝐸)
𝜔 ) 
    
(4.1) 
V tabeli 4.2 lahko vidimo, da tudi z enim parametrom manj dobimo zelo dobro prileganje, saj 
je R2 pri vseh dolžinah pulzov najmanj 0,9858. To pomeni, da lahko parameter α izpustimo, pri 
tem pa kvaliteta prileganja ostane enaka. Na sliki 4.3 vidimo, kako izgledajo prilagojeni modeli, 
prilegani na eksperimentalne podatke. Vidimo lahko, da gredo kljub enemu parametru manj 
predvidene vrednosti skozi eksperimentalno določene vrednosti. 
Tabela 4.2: Parametri ω, σ, τ in R2 pri logističnem modelu brez parametra α. 
Parametri in R2 50 μs 100 μs 200 μs 
ω –0,6231 –0,6881 –0,7092 
σ –0,2343 –0,2992 –0,4477 
τ 3,2730 2,2680 1,9800 
R2 0,9858 0,9925 0,9963 
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Slika 4.3: Logistični model v odvisnosti od E z izpuščenim parametrom α, prilegan na 
rezultate preživetja celic.  
Pri logističnem modelu (2.7) so Cole in sodelavci [45] ugotovili, da so parametri 𝛼, 𝜔 𝑖𝑛 𝜎 
neodvisni od eksperimentalnih pogojev, τ, ki določa položaj matematičnega modela na x-osi, 
pa je odvisen od pH. Zato so parametre α, ω in σ izračunali kot povprečje pri vseh 
eksperimentalnih pogojih (bilo jih je 47 različnih) in s tem dobili le en neodvisen parameter τ. 
Pri naših eksperimentalnih pogojih bi tako dobili matematični model: 
 
𝑌(𝐸) =  10
0,0276+
−0,743−0,0276
1+𝑒
−1,1903(𝜏−E)
−0,743−0,0276 , 
    
(4.2) 
kjer smo parametre α, ω in σ izračunali kot povprečje prileganih krivulj za 50 μs, 100 μs in 200 
μs pulze. Pri takem določanju parametrov v matematičnih modelih na vrednosti parametrov 
matematičnih modelov vpliva število izvedenih poskusov. V postopek lahko vnašamo 
pristranskost z izbiranjem eksperimentalnih pogojev. S statističnimi postopki bi bilo potrebno 
preveriti, če so naši optimizirani parametri drug od drugega statistično različni oz. od česa 
sploh so odvisni. V našem primeru smo imeli za tak postopek premalo vzorcev (samo 1 vzorec 
za vsako skupino, skupine so imele različno trajanje pulzov), zato nismo mogli ugotoviti, če 
postopek s povprečenjem parametrov smemo uporabiti. V prihodnosti bi lahko to preverili z 
več poskusi – npr. deleže preživelih celic v odvisnosti od E bi dobili še za različno število 
pulzov, drugačne ponavljalne frekvence in trajanja pulzov. Nato bi za vsako kombinacijo 
parametrov električnih pulzov izračunali optimizirane parametre α, ω in σ in s statističnimi testi 
ugotovili, če so vrednosti parametrov med seboj pomembno drugačne, in za katere parametre 
električnih pulzov lahko vrednosti α, ω in σ povprečimo. Če primerjamo sliki 4.3 in 4.4 vidimo, 
da s povprečenjem parametrov ne dobimo tako dobrega prileganja kot pri izpustitvi parametra 
α, saj gre matematični model nad eksperimentalnimi točkami z 200 μs pulzi. Pri ostalih dolžinah 
pulzov je prileganje boljše.  
Zaključimo lahko, da je logistični model s štirimi parametri (2.7) primeren, še boljši pa je tisti s 
tremi parametri (4.1), kjer je postopek optimizacije matematičnega modela preprostejši. Vsi 
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trije parametri imajo določen pomen, njihove vrednosti lahko napovemo. Parameter ω je 
odvisen od spodnje asimptote oz. od deleža preostalih živih celic. Parameter σ je odvisen od 
hitrosti uničevanja celic, ki je pri naših eksperimentalnih pogojih odvisna od dolžine pulzov. 
Podobno je od dolžine pulzov odvisen tudi parameter τ, ki ga lahko opišemo kot občutljivost 
celic na električne pulze. Čeprav se logistični model s samo enim parametrom (4.2) zdi 
obetaven, bi ga morali preveriti pri več parametrih električnih pulzov. 
Tabela 4.3: Optimizirani parameter τ in R2 v matematičnem modelu, ki opisuje 
preživetje celic v odvisnosti od električnega polja pri vseh treh trajanjih pulzov (50 μs, 
100 μs in 200 μs) pri 1 Hz in 8 pulzih. α, ω in σ so izračunani kot povprečje 
optimiziranih vrednosti pri vseh treh dolžinah pulzov, τ pa je optimiziran za vsako 
dolžino pulza posebej. 
Parametri in R2 50 μs 100 μs 200 μs 
τ 3,33 2,296 2,139 
R2 0,9632 0,9947 0,9811 
 
 
Slika 4.4: Logistični model v odvisnosti od E, prilegan na eksperimentalne podatke za 
50 μs, 100 μs in 200 μs pulze pri 1 Hz in 8 pulzih. Optimizirali smo le en parameter (τ), 
ostale smo izračunali kot povprečje optimiziranih vrednosti pri vseh treh dolžinah 
pulzov. 
Prilagojen Gompertzov model nam omogoča zelo dobro prileganje (visok R2), obenem pa 
njegovi parametri delno imajo biološko-fizikalen pomen, čeprav le-ta včasih zaradi postopkov 
optimizacije ni več tako očiten. Na sliki 4.5 vidimo, da s prilagojenim Gompertzovim modelom 
dobimo dobro prileganje. Parameter A pomeni naravni logaritem končnega deleža preživelih 
celic. Njegova vrednost se je pri naših eksperimentalnih pogojih relativno dobro ujemala z 
dejansko vrednostjo asimptote. Tudi za parameter B1 lahko rečemo, da je odvisen od dolžine 
pulzov. Pri parametru B0 pa odvisnost od dolžine pulzov ni bila očitna. Prilagojen Gompertzov 
model je torej pogojno primeren za opis ireverzibilne elektroporacije v odvisnosti od E. 
Potrebnih pa je več poskusov, s katerimi bi lahko preverili, če imajo parametri Gompertzovega 
modela tudi pod drugimi eksperimentalnimi pogoji enak pomen. 
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Slika 4.5: Prilegan prilagojen Gompertzov model v odvisnosti od električnega polja pri 
različnih dolžinah pulzov. 
4.5 Modeliranje preživetja celic v suspenziji v odvisnosti od NxT 
Pri poskusih preživetja smo spreminjali tudi število pulzov in njihovo dolžino. Pri spreminjanju 
dolžine pulzov smo električno polje vzeli kot parameter. Električno polje je bilo med 1,5 kV/cm 
in 3,5 kV/cm. Pri spreminjanju števila pulzov je bilo električno polje 2,0 kV/cm. Na 
eksperimentalne rezultate smo prilegali matematične modele preživetja v odvisnosti od t. Pri 
električnem polju pod 1,5 kV/cm prileganja matematičnih modelov nismo mogli izvesti, saj pri 
daljšanju pulzov delež preživelih celic ni upadal. To pomeni, da mora biti preseženo neko 
minimalno električno polje tudi pri daljših pulzih, da sploh pride do ireverzibilne elektroporacije. 
Zato so v tabeli 3.4 prikazani optimizirane parametre in vrednosti R2 le za električna polja od 
1,5 kV/cm naprej. V zadnjem stolpcu prikazujemo rezultate prileganja matematičnih modelov 
pri spreminjanju števila pulzov. 
Pri višanju NxT lahko vidimo, da število celic upada eksponentno. To je tudi v skladu z rezultati 
v literaturi [66]. Zato smo pričakovali, da bomo dobili kvalitetnejše prileganje z eksponentnimi 
modeli. Rezultati pa niso skladni s to predpostavko. Pri prileganju eksponentnih modelov so 
vrednosti R2 od 0,74 naprej, pri prileganju neeksponentnih modelov pa so pri vseh vrednostih 
E vrednosti R2 nad 0,91. Pri analizi eksponentnih modelov lahko ugotovimo, da dobimo pri 
višjih električnih poljih boljše prileganje – delež preživelih celic namreč hitreje upada in 
eksponentni modeli so primernejši. Pri neeksponentnih modelih pa kvaliteta prileganja ni 
odvisna od jakosti električnega polja. 
Kinetični model prvega reda ((1.7) in (1.8)) pri 1,5 kV/cm sicer podatkov ne opisuje zelo dobro, 
pri vrednostih nad 1,5 kV/cm pa so vrednosti R2 nad 0,94 in je torej prileganje relativno dobro. 
Parametra k oz. D imata biološko-fizikalni pomen (hitrost upadanja preživelih celic). Z višjimi 
vrednostmi električnega polja delež preživelih celic upada hitreje, vrednost parametra D se 
manjša, vrednost parametra k pa se veča. Pomen parametrov k in D je pri nas skladen s teorijo. 
Lahko rečemo, da je pri spreminjanju NxT kinetični model prvega reda načeloma ustrezen pri 
višjih električnih poljih, ko delež preživelih celic relativno strmo upada in rama ni prisotna. 
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Primernost kinetičnega modela prvega reda bi bilo potrebno preveriti še pri krajših pulzih, kjer 
bi lahko obstajala začetna rama. Neprimernost modela za sigmoidne podatke smo ugotovili že 
pri prileganju spremenjenega kinetičnega modela (2.4) na deleže preživelih celic pri 
spreminjanju električnega polja (slike 3.10a, 3.11a in 3.12a). 
Pri prileganju matematičnih modelov v odvisnosti od t oz. od t in E oba Hülshegerjeva modela 
((1.12) in (1.13)) sovpadata, tako kot sovpadata tudi v odvisnosti od E (1.10) in od t ter E (1.13). 
Parameter tc je pri obeh modelih pri vseh E enak, z obema oblikama Hülshegerjevega modela 
tudi dobimo enako dobro prileganje. Pri optimizaciji je potrebno biti pozoren na postopek 
optimizacije pri t = 0. V drugem Hülshegerjevem modelu (1.12) imamo naravni logaritem 
spremenljivke t, pri t = 0 vrednost logaritma ni definirana. V tretjem Hülshegerjevem modelu 
(1.13) smo imeli tudi težave s prileganjem pri t = 0. Takrat namreč dobimo 0 na negativno 
potenco, kar predstavlja deljenje z 0, ki pa ni definirano. Pri spreminjanju dolžine pulzov smo 
namesto vrednosti t = 0 μs vzeli t = 1 μs, kar predstavlja minimalno spremembo, omogoči pa 
prileganje. Pri spreminjanju števila pulzov smo vrednost deleža preživelih celic pri t = 0 izpustili. 
Razlog za izpustitev je bil, da je bilo sicer prileganje zelo slabo. Pri majhnih vrednostih časa 
eksponentni model vrne zelo visoke vrednosti deleža preživelih celic. Pri spreminjanju števila 
pulzov imamo veliko točk na začetku (pri 0 μs, 100 μs, 200 μs, 400 μs), pri različnih E pa 
imamo točko pri 0 μs, naslednja pa je že pri 400 μs. Tako pri spreminjanju števila pulzov točke 
na začetku najbolj vplivajo na R2. Zato postopek optimizacije parametre matematičnega 
modela prilagaja tako, da gre matematični model na začetku čim bližje eksperimentalnim 
vrednostim, vse naslednje vrednosti pri višjih vrednostih NxT pa model napove zelo slabo. 
Zato se tako tc kot tudi be pri spreminjanju števila pulzov izrazito razlikujeta od vrednosti tc in 
be pri spreminjanju dolžine pulzov pri različnih vrednostih E. Še najbolj se razlikuje parameter 
tc, ki pri spreminjanju števila pulzov znaša več kot 100. S tem zelo odstopa od vrednosti pri 
različnih E, ki so vse okoli 1. Pri obeh modelih smo kot predviden delež preživelih celic pri t = 0 
dobili neskončno, že pri 1 μs pa je predvidena vrednost znašala približno 1. Oba Hülshegerjeva 
modela ((1.12) in (1.13)) nam omogočata enako dobro prileganje. To pomeni, da je izmed teh 
dveh boljše izbrati matematični model z manj parametri, saj ga je enostavneje prilegati, 
kakovost prileganja pa je enaka. Iz tega lahko zaključimo, da čeprav se Hülshegerjeva modela 
zdita obetavna, nista najbolj primerna za modeliranje IRE. Problem je neskončna vrednosti pri 
času t = 0 μs, saj je potrebno prilagoditi postopek optimizacije, kar vnaša določeno 
pristranskost v rezultate. 
Bifazni model, odvisen od t (1.14), nudi boljše prileganje kot v odvisnosti od E, kar je smiselno, 
saj opisuje eksponentno odvisnost, taki pa so tudi naši eksperimentalni podatki. R2 je pri 
3,5 kV/cm in pri spreminjanju števila pulzov prišel celo do 1. Bifazni model temelji na 
predpostavki, da sta v populaciji celic prisotni dve podpopulaciji. S tem ni mišljeno, da imamo 
res fizično prisotna dva različna tipa celic, temveč da se celice na toploto oz. na električne 
pulze odzivajo različno občutljivo. Iz razlike v odzivu bi lahko naredili dve podpopulaciji, v 
katerih bi imele vse celice približno enako občutljivost. Zdi se dvomljivo, da bi res obstajali 
točno dve podpopulaciji z različno hitrostjo umiranja celic. Tudi Peleg je rekel, da bi bilo to 
potrebno preveriti eksperimentalno, da bi lahko trdili, da obstaja več podpopulacij [58]. Zato 
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lahko parameter f razumemo ne kot delež celic podpopulacije v celotni populaciji, temveč kot 
numeričen člen, ki omogoča boljše prileganje. Parametri bifaznega matematičnega modela 
verjetno nimajo nobenega biološkega pomena, lahko pa vseeno najdemo vzorce v 
spreminjanju njihovih vrednosti glede na t. Parameter k1 je pri vseh E na spodnji meji. Spodnja 
meja je bila nastavljena na 0, saj število celic pri IRE upada in ne narašča, ker bi pomenil k > 0. 
Ker je k1 blizu nič, se lahko model poenostavi v 𝑦(𝑡) = 𝑓 + (1 − 𝑓)𝑒−𝑘2𝑡. S tem je potrjena naša 
predpostavka, da ne moremo govoriti o dveh podpopulacijah, saj imamo samo še en 
parameter, ki modelira hitrost upadanja števila celic. Pri prileganju bifaznega modela na 
rezultate pri spreminjanju števila pulzov imata oba parametra k1 in k2 zelo nizke vrednosti, 
vendar ni noben od njiju na spodnji meji, kot je pri spreminjanju dolžine pulzov. Pri spreminjanju 
števila pulzov se model ne poenostavi in ne moremo govoriti o dveh podpopulacijah. Vendar 
lahko vseeno rečemo, da bifazni model ni primeren za modeliranje IRE v primeru odvisnosti 
deleža preživelih celic od NxT, saj do sedaj ni nobenega dokaza o dejanskem obstoju več 
podpopulacij celic. Tudi eksperimentalni rezultati ne podpirajo hipoteze, da bi obstajala 
podpopulacija celic, odpornih na elektroporacijo [80]. 
Pri Weibullovem modelu (2.6) smo pri parametru b ugotovili, da določa strmino krivulje oz. 
začetek spodnje asimptote. Večji b pomeni položnejši matematični model. To velja tudi tukaj – 
pri nižjih E upada delež živih celic počasneje in je b višji. Pri višjih E pa število celic upada 
hitreje, b je nižji. Tako je tudi Weibullov model v odvisnosti od t pogojno primeren za 
modeliranje IRE. Parameter b sicer je povezan z električnim poljem oz. s hitrostjo upadanja 
števila preživelih celic, parametru n pa nismo mogli pripisati nobenega pomena. Morali bi 
narediti poskuse še pri drugih parametrih električnega polja, da bi ugotovili, če obstaja 
povezava z ostalimi parametri električnega polja. 
Logistični model v odvisnosti od t (1.20) nudi najboljše prileganje od vseh modelov v odvisnosti 
od E, saj je R2 pri vseh prileganjih 1. Parametri imajo enak pomen kot v nespremenjeni obliki 
– α pomeni desetiški logaritem zgornje asimptote, ω je desetiški logaritem spodnje asimptote, 
σ je največja strmina oz. najhitrejše upadanje števila preživelih celic, τ pa je položaj največjega 
naklona matematičnega modela. Pri logističnem modelu smo dobili malo presenetljivo 
prileganje pri jakostih od 1,5 kV/cm do 3,0 kV/cm, saj je bilo najboljše prileganje doseženo s 
sigmoidno obliko matematičnega modela. V teh primerih bi bilo potrebno narediti poskuse še 
pri krajših pulzih, da bi ugotovili, ali je na začetku res prisotna rama. Pri višanju števila 100 μs 
pulzov pri 2,0 kV/cm in ponavljalni frekvenci 1 Hz ni vprašanja – pri teh eksperimentalnih 
pogojih je odvisnost res eksponentna, saj smo poskuse naredili na dovolj gosto (1, 2, 4, 8 ...), 
rame pa vseeno ni bilo videti. Pri daljšanju pulzov pa smo imeli poleg vrednosti pri t = 0 še tri 
eksperimentalno določene točke, potrebovali pa bi jih še več, da bi ugotovili, ali je odvisnost 
deleža preživelih celic od t sigmoidna ali ne. Podobno kot pri logističnem modelu v odvisnosti 
od E (2.7) bi tudi tu lahko izpustili parameter α, saj je preživetje na začetku vedno 1. S tem bi 
dobili naslednjo obliko: 
 
𝑌(𝑡) =  10
𝜔
1+𝑒
4𝜎(𝜏−log10(𝑡))
𝜔  
    
(4.3) 
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V tabeli 4.4 lahko vidimo, da z izpustitvijo parametra α ne izgubimo na kvaliteti prileganja. R2 
je še vedno najmanj 0,997, logistični model pa smo poenostavili in je odvisen le še od treh 
parametrov. Tudi v poenostavljeni obliki imajo vsi njegovi parametri določen pomen. V obliki, 
prilagojeni na odvisnost od E (2.7), so vrednosti vseh parametrov v skladu s teorijo. Pri večjem 
NxT se absolutna vrednost parametra σ ne veča, kar pomeni, da najstrmejši upad števila 
preživelih celic ni največji pri najvišjem električnem polju. Zato bi bilo potrebno z več parametri 
električnih pulzov preveriti, če je parameter σ odvisen od drugih električnih parametrov. 
Parameter τ ima tudi biološki pomen in je pri spreminjanju števila pulzov večji, saj takrat število 
celic upada počasneje. Vrednost parametra ω z višjim E narašča, kar je tudi pričakovano. 
Lahko velja, da je logistični model načeloma primeren tudi za modeliranje IRE v odvisnosti od 
trajanja izpostavitve celic električnim pulzom, potrebujemo pa tudi tu (tako kot pri ostalih 
modelih) poskuse narediti pri več parametrih električnega polja. 
Tabela 4.4: Parametri ω, σ, τ in R2 za logistični model v odvisnosti od t z izpuščenim 
parametrom α. E1 = 1,5 kV/cm, E2 = 2,0 kV/cm, E3 = 2,5 kV/cm, E4 = 3,0 kV/cm, 
E5 = 3,5 kV/cm, Δ označuje spremembo števila pulzov pri 2,0 kV/cm. 
 E1 E2 E3 E4 E5 Δ 
ω –0,1728 –0,3939 –0,5556 –0,6792 –0,9181 –0,947 
σ –0,4011 –0,5483 –1,0430 –0,9190 –0,7107 –0,3033 
τ  2,6960  2,7730  2,7520 2,7240 2,7190 7,4710 
R2 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9970 
 
Z Gompertzovim modelom smo eksperimentalne podatke med 1,5 kV/cm in 3,0 kV/cm opisali 
s sigmoido. Pri 3,5 kV/cm smo dobili eksponentno obliko, smo pa pri tej jakosti električnega 
polja imeli probleme z optimizacijo, saj smo z več kombinacijami parametrov dobili enako 
dobro prileganje. Pri 3,5 kV/cm vrednost parametra B0 najbolj odstopa od ostalih, saj je 
drugačna za šest velikostnih razredov. Verjetno bi z več točkami na grafu lažje optimizirali 
parametre, tako pa so optimizirane vrednosti parametrov pri 3,5 kV/cm nezanesljive. Vrednost 
parametra B0 ni bila povsod skladna s teorijo. Parameter B0 sicer določa dolžino zgornje 
asimptote, vrednost 1 pomeni odsotnost rame. Pri nas smo dobili eksponentno upadanje 
deleža celic, tako da rame ni bilo. Kljub temu so bile vrednost B0 tudi več kot 2. Zaradi težav 
pri optimizaciji in dobljenih zelo različnih vrednosti za B0, ki niso v skladu s teorijo, ta model ni 
primeren za modeliranje IRE v odvisnosti od t. 
Nasprotno pa Geeraerdovim modelom lahko zelo dobro opišemo naše podatke, R2 je pri vseh 
prileganjih najmanj 0,94. Razlog je v tem, da je bil ta model predlagan prav za take primere, 
kot so naši – eksponentno upadanje in rep, ki ga modelira Nres. Y0 predstavlja začetno število 
celic, ki je v našem primeru 1 (100 %), zato bi ta parameter lahko izpustili in model preoblikovali 
v 𝑌(𝑡) = (1 −  𝑁𝑟𝑒𝑠)𝑒
−𝑘∗𝑡 + 𝑁𝑟𝑒𝑠. Nres ima biološki pomen in ga lahko preberemo že iz prikaza 
deleža preživelih celic v odvisnosti od t z električnim poljem kot parametrom (slika 3.8c). Pri 
1,5 kV/cm znaša okoli 0,6, kar je bil tudi izmerjen delež preživelih celic pri največjem NxT. Pri 
ostalih prileganjih je spodnja asimptota manjša in v neskončnosti doseže pri vseh vrednost 
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približno 0,16. Parameter k modelira hitrost upadanja števila celic, ampak se z višanjem 
električnega polja njegova vrednost ne veča. Pri 2,0 kV/cm je k namreč manjši kot pri 
1,5 kV/cm. Ostale tri vrednosti parametra k (pri 2,5 kV/cm, 3,0 kV/cm in 3,5 kV/cm) pa se 
višajo, kar pomeni, da tu delež preživelih celic hitreje upada. Pri spreminjanju števila pulzov 
ima k podobno vrednost kot pri 2,0 kV/cm, kar smo opazili že pri obeh kinetičnih modelih 
prvega reda ((1.7) in (1.8)). V primeru odvisnosti deleža preživelih celic od t je Geeraerdov 
model pogojno primerna izbira, saj se parameter k z višjim električnim poljem ne viša in torej 
ne moremo najti povezave med E in njegovo vrednostjo. Poleg tega tudi ni primeren za splošno 
rabo, saj lahko modelira samo konkavne podatke. Te oblike pa pri modeliranju deleža 
preživelih celic v odvisnosti od E praviloma ne dobimo. 
Pri spreminjanju NxT se eksponentni modeli zdijo obetavni, vendar bi bilo potrebno preveriti, 
če ni bil razlog za eksponentno odvisnost to, da pri krajših pulzih (manj kot 50 μs) poskusov 
nismo naredili. Kajti po Pelegu naj bi bil ravno to razlog za tako razširjeno uporabo 
eksponentnih matematičnih modelov [58] – število preživelih celic je izmerjeno v premalo 
točkah, na katere pa lahko prilegamo eksponentne modele, saj nam rame ni uspelo izmeriti. 
Tako malo točk (štiri različne NxT kot posledica različne dolžine pulzov – 0 μs, 400 μs, 800 μs 
in 1600 μs) bi lahko bilo razlog, da se matematični modeli s sigmoidno obliko točkam preveč 
prilagodijo in s tem parametre matematičnih modelov prilagodijo prav tem eksperimentalnim 
podatkom, za druge pogoje pa so modeli potem neuporabni. Skratka, na malo točk lahko 
prilegamo tako eksponentni model kot tudi sigmoido, kar je pomanjkljivost naših 
eksperimentov. Cole pa trdi [45], da so eksponentni modeli primerni za modeliranje hitre smrti 
celic. To do neke mere drži tudi pri nas, saj so bili pri jakostih nad 3,0 kV/cm vsi matematični 
modeli eksponentne oblike. Pri višanju števila pulzov pa smo poskuse naredili pri 2,0 kV/cm. 
Pri tem električnem polju in spreminjanju dolžine pulzov eksponentni upad ni bil tako izrazit, 
na rezultate se je prilegala tudi sigmoida. To ni v skladu s Colejevo trditvijo. Da bi preverili 
njegovo trditev, bi morali poskuse narediti še pri višjih E in spreminjanju števila pulzov, da bi 
ugotovili, če pri višjih E število celic povsod upada eksponentno in rama ni prisotna. Pri 
spreminjanju števila pulzov smo delež preživelih celic določili pri minimalnem številu pulzov (0, 
1, 2 in tako naprej) in tam nismo zaznali nobene rame. Zato tu ne bi mogli govoriti o 
premajhnem številu točk. Pri konstantnem E pa je po kontroli prva točka, kjer smo določali 
delež preživelih celic, pri 400 μs. To pomeni, da bi tu na začetku rama lahko bila prisotna.  
Lahko torej zaključimo, da bi bilo za natančnejše določanje primernega matematičnega 
modela za modeliranje deleža preživelih celic v odvisnosti od t potrebno narediti še več 
poskusov. Do takrat pa ostajajo primerni tako eksponentni kot tudi ostali matematični modeli. 
4.6 Ugotovitve glede izbire matematičnega modela smrti celic 
Za boljšo preglednost primernosti matematičnih modelov preživetja tabela 4.5 prikazuje zbrane 
ugotovitve glede kvalitete prileganja in pomena parametrov. V petem stolpcu je zapisana tudi 
ugotovitev o primernosti matematičnega modela za modeliranje preživetja. Kot merilo sta bila 
uporabljena R2 in pomen parametrov. Pri permeabilizaciji smo vključili še napovedno 
70 
 
sposobnost modelov, tu pa je validacija podatkov še potrebna. Validacija lahko najprej poteka 
na suspenzijah, nato pa še na pritrjenih plasteh celic ter in vivo. 
Tabela 4.5: Ovrednotena primernost matematičnih modelov preživetja glede na 
kvaliteto prileganja (R2) in pomen parametrov. Primerni modeli so napisani v 
odebeljeni pisavi. V prvem stolpcu je zapisan matematični model, v drugem stolpcu pa 
je zabeleženo, od katere neodvisne spremenljivke je model odvisen. 
Matematični 
model 
Neodvisna 
spremenljivka 
R2 Pomen 
parametrov 
Primernost 
Kinetični model  t (1.7) <0,8675 DA NE, prenizek R2 
E (2.3) <0,8218 DA NE, prenizek R2 
Kinetični model  t (1.8) <0,7453 DA NE, prenizek R2 
E (2.4) <0,8218 DA NE, prenizek R2 
Hülshegerjev t (1.12) <0,7453  NE, prenizek R2 
E (1.10) <0,8900 NE NE, prenizek R2, ni 
pomena parametrov 
E, t (1.13) <0,8900 NE NE, prenizek R2, ni 
pomena parametrov 
Bifazni t (1.13) 0,9187 NE NE, prenizek R2, ni 
pomena parametrov 
E (2.5) <0,8218 NE NE, prenizek R2, ni 
pomena parametrov 
Peleg-Fermijev E (1.15) <0,9656 DA DA 
Weibullov t (1.19) <0,8463 NE Pogojno, vprašljiv pomen 
parametrov 
E (2.6) <0,9904 NE Pogojno, vprašljiv pomen 
parametrov 
Logistični t (1.20) 1,0000 DA DA 
E (2.7) <0,9904 DA DA 
E (4.1) <0,9858 DA DA 
E (4.2) <0,9632 DA Pogojno, vprašljiva 
dopustnost povprečenja 
Prilagojen 
Gompertz 
t (1.22) <0,9974 NE NE, vprašljiv pomen 
parametrov 
E (2.8) <0,9886 NE NE, vprašljiv pomen 
parametrov 
Geeraerd t (1.25) <0,9420 NE NE 
E (2.9) <0,8218 NE NE, poenostavi se v (2.3) 
 
Pri odvisnosti od električnega polja smo dobili drugačno obliko podatkov kot pri spreminjanju 
dolžine ali števila pulzov. Zato se je potrebno vprašati, ali si želimo samo en matematični 
model, ki bi bil primeren za opisovanje širokega spektra električnih parametrov, ali pa bi imeli 
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za spreminjanje vsakega električnega parametra drug model. Kot smo že povedali, kvaliteta 
prileganja (R2) ne sme biti edini kriterij izbire primernega matematičnega modela. Pomemben 
dejavnik je, kot smo že povedali pri izbiri modelov permeabilizacije, tudi biološki pomen 
parametrov matematičnih modelov. 
Pri matematičnih modelih v odvisnosti od električnega polja dobro prileganje glede na R2 
dobimo pri Peleg-Fermijevem modelu (1.15), Weibullovem modelu (2.6), logističnem modelu 
(2.7) in prirejenem Gompertzovem modelu (2.8). Zaradi problematičnega parametra n 
izpustimo Weibullov model, zaradi parametra B0 pa prirejen Gompertzov model. Ostaneta nam 
torej logistični model, ki je primeren tudi v odvisnosti od t, in pa Peleg-Fermijev model, ki je bil 
že uporabljen na ekstrapoliranih podatkih uničevanja tumorskih celic prostate z IRE [42], [43]. 
Pri spreminjanju t = NxT z E kot parametrom dobro prileganje glede na R2 dobimo s kinetičnim 
modelom prvega reda ((2.3) in (2.4)), ampak samo pri visokih E, z bifaznim modelom (1.14), 
Weibullovim modelom (1.19), logističnim modelom (1.20), prirejenim Gompertzovim modelom 
(1.21) in Geeraerdovim modelom (1.25). V primeru spreminjanja dolžine ali števila pulzov 
dobimo boljše prileganje z več različnimi modeli. Razlog je v tem, da je večina obstoječih 
matematičnih modelov preživetja eksponentnih, pri spreminjanju števila ali dolžine pulzov pa 
smo tudi mi dobili eksponentno odvisnost. Pri biološko-fizikalnem pomenu parametrov pa je v 
odvisnosti od t primernih manj modelov kot v odvisnosti od E. Ker nismo uspeli najti nobenega 
biološko-fizikalnega pomena parametra n, lahko izločimo Weibullov model. Kinetični model 
prvega reda je primeren le pri višjih E, torej ga tudi lahko izločimo. Zaradi problemov z 
optimizacijo pri 3,5 kV/cm prirejen Gompertzov model kljub dobremu opisovanju 
eksperimentalnih podatkov ni primeren za opisovanje IRE. Ostaneta nam torej logistični model 
in pa Geeraerdov model. Pri Geeraerdovem modelu parameter Nres ima biološko-fizikalni 
pomen, pri parametru k pa povezave nismo mogli vzpostaviti. Pri modeliranju odvisnosti od t 
je pri naših eksperimentalnih podatkih torej najprimernejši logistični model, bi ga bilo pa 
potrebno uporabiti še pri drugih parametrih električnega polja. Tako bi lahko ugotovili, če 
biološko-fizikalni pomen parametrov velja tudi pri drugačnih pogojih. 
Logistični model je torej primeren za opis IRE pri spreminjanju tako t (1.20) kot tudi E (2.7). Pri 
logističnem modelu lahko vsem parametrom pripišemo določen pomen (desetiški logaritem 
zgornje ali spodnje asimptote, največji naklon upada deleža celic, položaj največjega naklona). 
Logistični model lahko tudi priredimo in postane odvisen le še od treh parametrov ((4.1), (4.3)), 
kar poenostavi postopek optimizacije. Na podlagi tega kot enoten matematični model za 
uporabo v IRE predlagamo logistični model v prilagojeni obliki, kjer je odvisen samo še od treh 
parametrov ((4.1), (4.3)). Njegovo primernost bi bilo potrebno preveriti še na drugih celičnih 
linijah, pri spremenjeni frekvenci in pri spreminjanju električnega polja ob različnem številu 
pulzov. Trenutno je najprimernejši za naše eksperimentalne pogoje in za suspenzijo celic. 
Želimo si, da bi s suspenzije celic napoved deleža preživelih celic prenesli na nivo tkiv in na 
področje načrtovanja posegov. Za kaj takega pa bomo morali logistični model preizkusiti še na 
pritrjenih plasteh celic in seveda tudi in vivo.  
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5 Zaključek 
V tej magistrski nalogi smo se ukvarjali z matematičnim modeliranjem permeabilizacije in 
preživetja celic, kar bi lahko uporabili pri načrtovanju posegov elektrokemoterapije in 
netermične ablacije tkiva z ireverzibilno elektroporacijo.  
Pri modeliranju permeabilizacije smo na pritrjeni plasti celic ugotovili, da je Gompertzova 
krivulja sicer najprimernejša za modeliranje permeabilizacije, primerna pa sta tudi simetrična 
sigmoida in hiperbolični tangens. Z vsemi tremi modeli dosežemo dobro prileganje, njihovi 
parametri so povezani z dolžino pulzov oz. z učinkovitostjo permeabilizacije. Vseeno smo se 
odločili, da je najboljša Gompertzova krivulja, saj smo z njo dosegli najboljše prileganje tudi pri 
celičnih suspenzijah. Tam je bila razlika v vrednosti R2 med Gompertzovo krivuljo in 
simetričnima modeloma (simetrična sigmoida in hiperbolični tangens) opaznejša kot na 
pritrjeni plasti celic. Poleg tega se Gompertzova krivulja na pritrjeni plasti celic boljše prilega 
eksperimentalnim podatkom tako pri zelo visokih kot tudi pri zelo nizkih električnih poljih, kjer 
se simetrična sigmoida in hiperbolični tangens prilegata slabše. 
Potrebno bi bilo vzpostaviti povezavo še z ostalimi parametri električnih pulzov. Pri poskusih 
na plasti celic smo ugotovili, da gostota celic bolj vpliva na kvaliteto prileganja kot pa izbira 
matematičnega modela. Zanimivo bi bilo preizkusiti, kako različno število pulzov vpliva na 
permeabilizacijo pri električnem polju kot neodvisni spremenljivki. Morda se spremeni naklon 
krivulje, morda se krivulja zamakne k višjim ali nižjim vrednostim E. Smiselno bi bilo izvesti 
poskuse še z drugačnim protokolom, permeabilizacijo bi na primer lahko detektirali s 
kalcijevimi ioni namesto s propidijevim jodidom. Pri ovrednotenju permeabilizacije s 
spektrofluorometrom in propidijevim jodidom smo namreč naleteli na težave (problemi s 
pozitivno kontrolo, s celicami z uničenimi membranami, z naključno izbrano mejo za 
fluorescenco). Poleg tega bi bilo dobro preveriti, če z drugačno pozitivno kontrolo, na katero 
rezultate normiramo, dobimo bistveno drugačne deleže permeabilizacije. Pri naših poskusih 
smo za pozitivno kontrolo določili povprečno najvišjo izmerjeno permeabilizacijo, saj s 
spektrofluorometrom nismo mogli določiti absolutne vrednosti pozitivne kontrole. Temu bi se 
lahko izognili npr. s štetjem fluorescentnih ali drugače obarvanih celic na mikroskopskih slikah 
(ponekod mrtve celice določajo z barvilom tripan modro) ali pa s pretočno citometrijo, kjer 
vemo, koliko celic je bilo v vzorcu. Čeprav so poskusi na plasti celic zaradi različnih oblik celic 
in neposrednih povezav med njimi bolj podobni situaciji v tkivu kot poskusi na celični suspenziji, 
smo še vedno daleč od realnih razmer v tkivu. Tkiva so namreč lahko anizotropna, gostota 
celic je na posameznih delih različna, različne vrste tkiv so v neposrednem stiku. Znotraj istega 
tkiva oz. organa se nahajajo različne vrste celic (npr. žile, kri). Če želimo, da se matematični 
modeli zares začnejo uporabljati v načrtovanju posegov pri elektrokemoterapiji in IRE, moramo 
postopek napovedovanja deleža permeabiliziranih celic validirati s histološko analizo najprej 
na majhnih živalih, nato pa na večjih. V [81] so z numerično in histološko analizo ovrednotili 
uničenje tkiva v jetrih prašiča. Raziskovali so, če so celice uničene samo zaradi termične škode 
ali je uničenje tudi posledica elektroporacije. Termično škodo so ocenili z Arrheniusovim 
integralom. Ugotovili so, da se vsega uničenega tkiva ne da pojasniti samo s termičnimi 
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poškodbami, torej je uničenje tkiva tudi posledica elektroporacije. Naslednji korak bi lahko bil, 
da bi z matematičnim modelom preživetja predvideli še smrt celic kot posledico elektroporacije 
in s histološko analizo ovrednotili, če matematični modeli dovolj točno napovejo delež 
uničenega tkiva. 
Pri modeliranju preživetja smo uporabili več modelov s področja mikrobiologije, kjer smo kot 
neodvisno spremenljivko uporabili čas (zmnožek števila in trajanja pulzov) ali pa električno 
polje. Modeli s področja mikrobiologije večinoma predvidevajo eksponentno upadanje deleža 
preživelih celic, čeprav je že več avtorjev opozorilo, da eksponentni modeli niso splošno 
uporabni [48], [51], [58], [60]. V odvisnosti od E sta bila primerna Peleg-Fermijev in logistični 
model, v odvisnosti od t logistični. Delež preživelih celic smo ugotavljali s testom MTS, s 
katerim merimo mitohondrijsko aktivnost celic. Če so celice mitohondrijsko aktivne, to še ne 
pomeni, da so se sposobne deliti. Pri tumorskih celicah je zaskrbljujoče predvsem prekomerno 
deljenje celic. Smiselno bi bilo preživetje ovrednotiti še s testom klonogenosti, s katerim bi 
ugotovili zmožnost deljenja celic po izpostavitvi električnim pulzom. Za dokončno odločitev o 
najprimernejšem modelu preživetja potrebujemo še več rezultatov poskusov, s katerimi bomo 
vzpostavili očitnejše povezave med vrednostmi parametrov matematičnih modelov in 
parametri električnih pulzov ali drugimi biološkimi vplivi. Smiselno bi bilo pregledati modele 
preživetja še s kakšnega drugega področja, npr. s področja radioterapije, saj so morda še 
primernejši od teh, opisanih v pričujoči magistrski nalogi. Najboljši model na suspenziji celic bi 
bilo potem potrebno validirati na podoben način na pritrjeni plasti celic, kot smo to storili pri 
permeabilizaciji. V primeru, da bomo lahko uspešno napovedali deleže preživelih celic v 
nehomogenem polju, bi bilo poskuse smiselno nadaljevati in vivo. Dejanski uporabi 
matematičnih modelov v načrtovanju posegov se torej počasi približujemo. Pokazali smo, da 
je napovedovanje deleža permeabiliziranih celic s pomočjo matematičnega modeliranja 
možno, potrebuje pa še nekaj izpopolnjevanja. Podobno validacijo moramo narediti tudi za 
preživetje celic. Ugotovili smo, da je eksperimentalne podatke preživetja celic mogoče opisati 
z matematičnimi modeli, želimo pa si, da bi lahko tudi napovedali rezultate pri malo drugačnih 
eksperimentalnih pogojih. 
Modeliranje permeabilizacije in preživetja celic ima možnosti za uporabo na področju 
načrtovanja posegov elektrokemoterapije in ablacije tkiva z IRE. S tem lahko izboljšamo 
zanesljivost posegov, saj bodo pomembne okoliške strukture ostale nepoškodovane, vse 
tumorske celice pa bodo izpostavljene dovolj visokemu električnemu polju in posledično 
uničene. 
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